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RESUMO

O objetivo desta tese foi imobilizar as enzimas P-galactosidase de Kluyveromyces lactis
(LAC) e L-arabinose isomerase Enterococcus faecium expressa em E. coli DH10B (LAI) em
agarose como proposta para produgdo integrada de D-tagatose. Seguiu-se com duas
estratégias: imobilizacdo das enzimas LAC e LAI em suportes a base de agarose, DEAE
(Dietilaminoetil) e MANAE (Monoaminoetil-N—Etil), e por ultimo, Glioxil agarose 6 BCL (6
% de particulas de agarose reticulada). A primeira etapa da pesquisa consistiu em imobilizar
as enzimas separadamente por adsor¢ao em suportes DEAE e MANAE em tampao fosfato de
potassio 5 mM, pH 7, suplementado com MnCl, 0,1 mM, sob pH 7,0 e temperatura ambiente.
Os biocatalisadores apresentaram Rendimento de Imobilizacdo acima de 89 %, com destaque
para os biocatalisadores imobilizados em MANAE. O uso deste suporte também se mostrou
mais vantajoso ao observar uma maior taxa de bioconversdo, tanto para LAC como LAI (98,7
e 6,6 %, respectivamente). Os biocatalisadores LAC e LAI apresentaram valores superiores
para Vi, 1,3 € 0,09 mM.min'l, respectivamente, quando imobilizados em MANAE e DEAE,
respectivamente. Na segunda etapa desta tese, as enzimas LAC e LAI foram imobilizadas via
ligagdo multipontual em suporte Glioxil agarose 6BCL com concentragdes de grupamentos
aldeido nos suportes de 75 ¢ 200 pmol.mL", em tampéo bicarbonato de potassio 100 mM
suplementado com 0,1 M de KCl e 0,1 mM de MgCl,, sob pH 10,0. A metodologia
vislumbrou a aplicagdo dos biocatalisadores em ensaios de co-imobilizacdo, uma vez que
apresentou rendimento de imobiliza¢do acima de 98 %, bem como t;, 100 ¢ 900 min e
bioconverdes de 96 e 5,8 % para as enzimas LAC e LAIL respectivamente. As enzimas co-
imobilizadas foram analisadas quanto a produgdo integrada de D-tagatose a partir de D-
lactose como também soro de queijo, atingindo em ambos os casos 1,4 mM de D-tagatose

produzida. Assim, o estudo alcancga novas vertentes para a obten¢ao de D-tagatose.

Palavras-chave: imobiliza¢do; [-galactosidase; L-arabinose isomerase; agarose; co-

imobilizagdo.



ABSTRACT

The aim of this thesis was to immobilize the enzymes Kluyveromyces lactis B-galactosidase
(LAC) and Enterococcus faecium L-arabinose isomerase expressed in E. coli DH10B (LAI)
onto agarose as a proposal for D-tagatose integrated production. Followed by two strategies:
immobilization enzymes LAC and LAI onto agarose-based supports, DEAE
(diethylaminoethyl) MANAE (Monoaminoethyl-N-Ethyl), and lastly, 6 BCL glyoxyl agarose
(6 % cross-linked agarose particles). The first step of the research consisted in immobilizing
the enzymes separately by adsorption on DEAE and MANAE supports in 5 mM potassium
phosphate buffer, pH 7, supplemented with 0.1 mM MnCl, at pH 7.0 and room temperature.
The biocatalysts presented immobilization yield above 89 %, especially the biocatalysts
immobilized in MANAE. This support was also more advantageous when observing a higher
rate of bioconversion for both LAC and LAI (98.7 and 6.6 %, respectively). The LAC and
LAI biocatalysts presented higher values for Vi, 1.3 and 0.09 mM.min'l, respectively, when
immobilized in MANAE and DEAE, respectively. In the second step, the enzymes LAC and
LAI were immobilized via multipoint binding in support of Glyoxyl-agarose 6BCL with
concentrations of aldehyde groups of 75 and 200 pmolmL’, in 100 mM potassium
bicarbonate buffer supplemented with 0.1 M KCIl and 0.1 mM MgCl,, at pH 10.0. The
methodology manifested the application of biocatalysts in co-immobilization assays, since it
presented immobilization yield above 98 %, and t;», 100 and 900 min and 96 and 5.8 %
bioconversions for LAC and LAI enzymes, respectively. The co-immobilized enzymes were
analyzed for the integrated production of D-tagatose from D-lactose as well as cheese whey,
reaching in both cases 1.4 mM of D-tagatose. Thus, the study reaches new approaches for

obtaining D-tagatose.

Keywords: immobilization; [-galactosidase; L-arabinose isomerase; agarose; co-

immobilization.
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1 INTRODUCAO

No cenario atual, percebe-se o nimero crescente de pessoas em busca de mudanca
alimentar, investindo em produtos que auxiliem nesta necessidade, sobre tudo para aqueles
que apresentam quadro clinico que os fagam aderir a esta nova rotina, como por exemplo,
portadores de diabetes. Neste viés, chama-se aten¢do para o uso de edulcorantes, os quais sao
adocantes isentos de calorias ou ainda de baixa caloria, considerados como benéficos a saude
uma vez que comunicam o sabor doce com baixas calorias e isento de efeitos glicémicos
(MEYER-GERSPACH; WOLNERHANSSEN; BEGLINGER, 2016).

Dentre os seis edulcorantes aprovados pela FDA como GRAS (Generally
Recognized as Safe), compostos geralmente considerados seguros, pode-se destacar o
monossacarideo D-tagatose (Meyer-Gerspach et al., 2016), uma rara hexo-cetose natural,
sendo sua produ¢do macica dependente de sintese, a qual ja é realizada (800 toneladas por
ano) por via enzimatica (Imobilizacdo da enzima L-arabinose isomerase) pela empresa Belga
Nutrilab NV (XU et al., 2014, 2016) a partir de D-galactose obtida de soro de queijo, por
exemplo (FRANCOIS et al., 2013). Frente a estas caracteristicas, o uso de D-tagatose tem
sido inserido cada vez mais nas industrias de alimentos e bebidas (XU et al., 2014), além de
poder ser considerado como um farmaco no auxilio ao tratamento de diabetes do tipo II diante
dos seus beneficios (Lu, et al., 2008).

Como mencionado, para a obtencao de D-tagatose pode-se proceder com a sintese
via enzimatica a partir da isomerizagdo de D-galactose através da enzima intracelular
multimérica L-arabinose isomerase (EC 5.3.1.4) (Manzo et al., 2015; De Sousa, 2015). Esta
via biologica para obtengdo de D-tagatose proporciona vantagens com relagdo ao processo
quimico, haja vista se tratar de um processo mais simples, com maiores rendimentos,
ambientalmente favoravel e de menor custo, com potencial de aplicagio em industrias
alimenticias e farmacéuticas (BORTONE; FIDALEO, 2015; NETA et al., 2012; RHIMI et al.,
2007).

Substrato para produg¢dao de D-tagatose, D-galactose ¢ um monossacarideo com
baixo poder de dogura quando comparado ao anterior, o qual pode ser considerado como uma
fonte barata, uma vez que sua obtengdo pode ocorrer a partir da hidrélise da D-lactose,

presente no soro de leite, por exemplo (BORTONE; FIDALEO, 2015; XU et al., 2016), com
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o emprego da enzima multimérica B-galactosidase (EC 3.2.1.23), a qual ¢ extensivamente
utilizada em outros estudos (BEZERRA, 2012; DE ALBUQUERQUE et al., 2016; LIMA et
al.,, 2013). Por sua vez, o efeito da aplicagdo desta enzima permite ainda o consumo de
produtos livres de lactose por pessoas intolerantes a este monossacarideo (HAIDER;
HUSALIN, 2009).

Atualmente existem estudos com o uso destas enzimas de interesse em suas
formas soluvel e imobilizada (Bezerra, 2012; Lima et al, 2013; Manzo et al., 2015; De
Sousa, 2015; Xu et al., 2016), contudo, como foco desta tese, destaca-se o uso de enzimas
imobilizadas devido vantagens como: facil operacdo e controle do reator, mais facil
recuperagdo e purificacdo do produto, escolha mais ampla de reatores, reuso do biocatalisador
e diminui¢do nas despesas do processo (GUISAN, 2006; KATCHALSKI-KATZIR, 1993;
KIRTHIGA et al., 2016).

Neste ambito, percebe-se que estudos que viabilizem a aplicacdo de
biocatalisadores das enzimas -galactosidase e L-arabinose isomerase em um processo direto,
ou seja, producdo de D-tagatose a partir de D-lactose, podem gerar grandes impactos
econOmicos, tecnologicos e ambientais nos processos industriais. Um processo direto
proporciona, por exemplo, economia de tempo e custo em menos etapas operacionais,
diminui¢do ou exting¢do de efeitos de inibicdo pelo produto D-galactose e geracdo de um co-
produto (D-tagatose) a partir do soro de leite, o qual ¢ considerado desperdicio industrial
devido ao alto custo de seu tratamento nao viabilizar sua utilizagao.

O Grupo de Pesquisas em Processos Biotecnoldégicos — GPBio vem
desenvolvendo pesquisas com as enzimas [-galactosidase e L-arabinose isomerase desde
2008, através da imobilizagao em diferentes suportes. Fontes comerciais € nao comerciais da
enzima [-galactosidase de Kluyveromyces lactis tem sido abordadas em diferentes estudos
(BEZERRA, 2012; DE ALBUQUERQUE et al., 2016; LIMA et al., 2013), sendo a fonte
comercial, Lactozime 2600 L (Sigma) a mais estudada recentemente.

Estudos iniciais eram realizados com a enzima L-arabinose isomerase de
Enterococcus faecium em sua forma nativa, fornecendo baixas atividades cataliticas, mesmo
quando imobilizadas (MANZO et al., 2015; TORRES et al., 2014). Em 2014, através de
colaborag¢do do Departamento de Biotecnologia y Microbiologia de Alimentos (CSIC, Madri,

Espanha), modifica¢des na forma nativa da enzima L-arabinose isomerase foram realizadas
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através da expressdo em E. coli, promovendo incremento na atividade enzimadtica do
biocatalisador (DE SOUSA et al., 2017). Com isso, estudos de imobilizagdo foram realizados
para transformar a enzima de sua forma soluvel para insoluvel.

Como progresso dos estudos acerca destas enzimas, a co-imobilizagdo vem como
estratégia promissora para obten¢do do monossocarideio alvo do estudo, D-tagatose. Além
deste potencial, a metodologia tem destaque devido seu carater inédito, uma vez que a co-
imobilizacdo das enzimas [-galactosidase e L-arabinose nao ¢ relatada em trabalhos
cientificos.

Assim, a presente tese teve como objetivo desenvolver biocatalisadores das
enzimas [-galactosidase e L-arabinose isomerase em suportes a base de agarose voltados para
sua aplicacdao na forma de co-imobilizados em busca da producao integrada de D-tagatose a
partir de D-lactose presente em soro de leite, o qual muitas vezes € lancado ao meio ambiente
sem o tratamento adequado, gerando prejuizos econdmicos e ambientais. Neste intuito,
espera-se a obtengdo de um produto de alto valor agregado, visto o elevado valor comercial
do edulcorante D-tagatose, a partir de um rejeito da préopria induastria de alimentos, soro de

leite.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Soro de queijo

O queijo ¢ vastamente produzido em todo o mundo, alcangado a marca de 20,4
milhdes de toneladas ao longo do ano de 2012 (MIKKELSEN, 2014). O Brasil detém um
amplo mercado de industrias de processamento de queijo, o qual atingiu 699 mil toneladas em
2012 (MIKKELSEN, 2014). Esta elevada producdo cada vez mais crescente gera
paralelamente o soro de queijo, o qual representa um potencial rejeito industrial. Cerca de 47
% de soro produzido em um ano, durante a fabricacdo queijo, ¢ descartado em todo o mundo
(GROSOVA; ROSENBERG; REBROS, 2008).

O soro de queijo apresenta elevado valor de Demanda Bioquimica por Oxigénio
(DBO), em torno de 30 a 60 kg/m’, ¢ Demanda Quimica por Oxigénio (DQO), entre 60 ¢ 80
kg/m’, devido em grande parte a por¢io de massa do dissacarideo D-lactose presente (4,5 a
5,0 %), configurando-se como um rejeito poluente (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD,
2018; GRBA et al., 2002; HATZINIKOLAOU et al., 2005). Desta forma, requere-se um
tratamento de residuos para que o impacto ambiental seja amenizado, o que se torna um
processo extra e oneroso, principalmente para pequenas industrias fabricantes de queijo.
Quando este procedimento ¢ negligenciado, o soro de queijo pode causar polui¢ao ao penetrar
nas correntes de aguas locais (SEN; RAY; CHATTOPADHYAY, 2012).

O aproveitamento deste subproduto, soro de queijo, além de amenizar o impacto
ambiental, pode transforma-lo em um co-produto, agregando valor ao produto final (MISSON
et al.,, 2016). Através da hidrolise do soro de queijo, fonte de actcares de baixo custo,
renovaveis e fermentdveis, diversas aplicagdes podem ser feitas com os monossacarideos
obtidos (D-galactose e D-glicose), como produgcdo de moléculas de valor agregado ou
produtos livres de D-lactose (OLIVEIRA; GUIMARAES; DOMINGUES, 2011; SAINI et al.,
2017; SEN; RAY; CHATTOPADHYAY, 2012).

2.2 Lactose

Lactose (D-lactose), conhecido como agucar do leite, majoritariamente presente

no soro de queijo (GRBA et al., 2002), estd represento pela Figura 1. Sua estrutura ¢
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composta por dois monossacarideos, D-galactose e D-glicose, unidos através de uma ligacao

glicosidica B-L-4 (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008; SHENDURSE; KHEDKAR, 2016).

Figura 1 — Representacao estrutural da molécula de D-lactose
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Fonte: National Center for Biotechnology Information (2018a).

Por apresentar baixa solubilidade na maioria dos solventes e ser um aclcar
higroscopico e formar cristalizacao indesejada em preparos, o uso de lactose torna-se inviavel
para muitas aplicagdes industriais. Além disso, seu consumo nio ¢ permitido por pessoas
intolerantes a lactose, devido a auséncia da enzima lactase, deficiéncia que afeta grande
parcela da populacao mundial (ESKANDARLOO; ABBASPOURRAD, 2018; SEN; RAY;
CHATTOPADHYAY, 2012; SILVERIO et al., 2018).
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A partir da hidrélise de D-lactose, pelo uso da enzima B-galactosidase, pode-se
obter agucares de maior poder de dogura e melhor solubilidade, permitindo uma adequada

aplicagdo no processamento de diversos alimentos (SILVERIO et al., 2018).

2.3 Tagatose

Tagatose (D-tagatose) ¢ uma rara hexocetose natural, isomera do monossacarideo
D-galactose (Figura 2) (OH, 2007). Dado o seu baixo valor calérico, 1,5 kcal.g”, é
considerada um edulcorante, sem sabor residual ou efeito de resfriamento (MANJASETTY;
CHANCE, 2006; OH, 2007; PATEL et al., 2017). Seu poder de dogura equivale a 92 % ao da
sacarose, agticar de alto valor calérico (40 kcal.g™), em solugdo 10 % (m/v) (LEVIN, 2002;
MANJASETTY; CHANCE, 2006).

Figura 2 — Representagao estrutural da molécula de D-tagatose
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Fonte:National Center For Biotechnology Information (2018b).

O consumo de D-tagatose ¢ permitido desde 2001 pela Food and Agriculture

Organization (FAO) por ser considerado um alimento seguro (Generally Recognized As Safe
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— GRAS) (LEVIN, 2002), podendo ser aplicado tanto individualmente, como também
combinado com outros edulcorantes em alimentos ¢ bebidas, visando reducdo de calorias. Seu
uso também pode ser aplicado a cosméticos e medicamentos (LEE et al., 2004; OH, 2007).
Devido a compatibilidade do monossacarideo D-Tagatose em uma extensa
quantidade de alimentos e suplementos dietéticos com ricos beneficios para a saude, uma
imediata bioproducdo comercial de d-tagatose ¢ necessaria (JAYAMUTHUNAGALI et al.,
2017). Uma via de obtencao que tem sido largamente estudada € a rota enzimatica com o uso
da enzima L-arabinose isomerase (JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017; LIM; KIM; OH, 2008;
MANZO et al., 2015; OH et al, 2001). Segundo Torres et al. (2014) os processos
biotecnoldgicos para bioconversdao de D-tagatose requerem o desenvolvimento de estratégias

simples de purificacao deste produto.

2.4 Enzimas

Enzimas sdo catalisadores naturais presentes em animais, plantas e micro-
organismos, as quais catalisam diversas transformacdes vitais para o funcionamento dos
organismos com alta seletividade e especificidade (HOMAEI et al., 2013; LOPEZ-
GALLEGO; SCHMIDT-DANNERT, 2010). Avangos recentes em biotecnologia,
principalmente em engenharia de proteinas, t€ém desenvolvido eficientemente o melhoramento
das propriedades das enzimas, conferindo novas aplicagcdes e sinteses quimicas mais
eficientes e mais limpas, adequadas com a quimica verde. (HOMAEI et al., 2013).

Estas bioconversdes podem ser alcancadas por uma enzima, a qual realiza uma
reacdo especifica de cada vez, ou mais de uma enzima realizando diversas conversdes para
obter o produto desejado, promovendo reagdes em cascata (LOPEZ-GALLEGO; SCHMIDT-
DANNERT, 2010; OSMAN et al., 2014; SIMON et al., 2014).

A Figura 3 apresenta esquema de um dos tipos de reagdo em cascata, com

formacao de dois produtos concomitantemente.
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Figura 3 — Esquema representativo de reagdo enzimatica em cascata paralela

g1 > p1

Fonte: (SIMON et al., 2014)

Reacdes enzimaticas em cascata t€m sido de grande interesse, uma vez que
encurtam etapas de sintese convencional de forma eficiente e sofisticada, gerando menor
tempo de reacdo, menos manipulagdes e reduzindo o desperdicio, dentre outras vantagens (J1
et al., 2016).

A aplicacdo de duas enzimas em uma mesma reagdo € conveniente em uma reagao
de cascata, porém, promove esquemas de sintese de alta robustez e complexidade (LOPEZ-
GALLEGO; SCHMIDT-DANNERT, 2010; ZAAK et al., 2017). Por este fato, torna-se
necessario que ambos biocatalisadores comuniquem estabilidade e atividade enzimatica sob
as mesmas condi¢des de operacdo (ZAAK et al.,, 2017). Esta adequacdo também deve
compativel com a estabilidade e solubilidade dos substratos e produtos envolvidos na reagao,
para que o equilibrio termodindmico seja deslocado pra dire¢do desejada, (ZAAK et al.,

2017).
2.4.1 p-galactosidase

B-galactosidase (EC 3.2.1.23) ¢ uma exoglicosidase, também conhecida como
lactase, amplamente utilizada na hidrolise de D-lactose em D-galactsoe e D-glicose,
desempenhando beneficios para a satide e em aplicagdes industriais (CHANALIA et al., 2018;
MARTINS; BURKERT, 2009; SILVERIO et al., 2018). A rota de hidrélise de D-lactose pela

enzima [3-galactosidase (LAC) pode ser vista na Figura 4.
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Figura 4 — Bioconversao de D-lactose em D-galactose catalisada pela enzima B-galactosidase
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Fonte: MARTINS; BURKERT (2009)

Além de ser vastamente disponivel na natureza, a enzima [-galactosidase (LAC)
pode ser obtida a partir de diversas fontes de micro-organismos. Devido a isso, distintas
propriedades (estabilidade térmica ao pH, atividade enzimatica e condi¢des ideiais de ensaio,
por exemplo) serdo influenciadas de acordo com o micro-organismo de origem (SEN; RAY;
CHATTOPADHYAY, 2012).

Micro-organismos como fonte desta enzima pomovem maior facilidade e
rendimento de obtencdo, além de ser mais importante tecnologicamente, quando comparados
as fontes animal e vegetal (GROSOVA; ROSENBERG:; REBROS, 2008; RUBIO-TEXEIRA,
2006). Dentre os micro-oganismos fonte da enzima [-galactosidase podemos citar
Kluyveromyces lactis (BEZERRA, 2012; LIMA et al.,, 2016), Kluyveromyces fragillis
(VIEIRA et al., 2013), Aspergillus oryzae (DE ALBUQUERQUE et al., 2016).

B-galactosidases de origem de leveduras, como Kluyveromyces, sdao intituladas
como Geralmente Reconhecidos como Seguros (Generally Recognized As Safe — GRAS),
sendo considerado como uma vantagem para seu uso, especialmente para uso em industrias de
alimentos e farmacéuticas (RUBIO-TEXEIRA, 2006). Com relacdao a legislagdo brasileira,
apenas fontes microbianas sdao liberadas para uso em industrias de alimenos, dentre elas
destaca-se a Kluyveromyces lactis (BRASIL, 2014)

Reagdes hidroliticas com [-galactosidases de Kluyveromyces lactis requerem
condi¢des otimas brandas de pH e temperatura, 7,0 e 37 °C, respectivamente, o que influencia
positivamente sua aplicacio (BEZERRA, 2012; RAFAEL, 2014). B-galactosidase de
Kluyveromyces lactis, enzima tetramérica com peso molecular de 119 kDa (JOCHEMS et al.,
2015; PEREIRA-RODRIGUEZ et al., 2012), necessita ser suplementada com co-fatores para

conferir melhor desempenho catalitico, como ions de Mn e Mg. A ocorréncia de inibi¢do
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competitiva pelo produto (D-galactose) ¢ observada, mas com menor propor¢do quando

comparada a B-galactosidases de origem fungica (MAHONEY, 1997).

2.4.2 L-arabinose isomerase

L-arabinose isomerase (EC 5.3.1.4) é uma metaloenzima (Mn”") multimérica nio
disponivel comercialmente, destinada para processos de obten¢ao dos monossacarideos L-
ribulose e D-tagatose, tendo este segundo produto maior destaque, o qual pode ser obtido a
partir do substrato D-galactose (JAYAMUTHUNAGAI et al., 2017; MANZO et al., 2015).

A Figura 5 representa a isomerizacdo do substrato D-galactose formando o
produto D-tagatose.

Dado sua importancia, muitos estudos tém buscado produg¢do de L-arabinose
isomerase de diversas fontes microbianas com potencial aplicagdo em bioconversdes de D-
tagatose, como Enterococcus faecium (DE SOUSA et al.,, 2017; TORRES et al., 2014),
Pediococcus pentosaceus (MEN et al., 2014), Thermotoga maritima (BORTONE; FIDALEO,
2015), Geobacillus stearothermophilus (LEE et al., 2005).

Figura 5 — Bioconversdo de D-galactose em D-tagatose catalisada pela enzima L-arabinose

isomerase
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Fonte: Manjasetty e Chance (2006).

A fim de obter novas L-arabinose isomerase (LAI) com propriedades de
isomerizagdo e estabilidade superores as enzimas de fonte nativa, a produgdo destas enzimas
tem sido muito evidenciada a partir de clonagem e recombinacao com E. coli (BORTONE;
FIDALEO, 2015; CHOI et al., 2016; DE SOUSA et al., 2017; MEN et al., 2014; RHIMI et
al., 2007, 2011).
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Uma das classificagdes dada as enzimas LAI ¢ de acordo com a temperatura 6tima
de reacdo: mesofilas (30 a 50 °C), termofilas (60 a 80 °C) e hipertermofilas (85 a 90 °C) (OH,
2007). LAI mesofilas, assim como as terméfilas, requerem sumplementa¢do com Mn*" como
co-fator para potencializar a taxa de reagdo de isomerizagao (PATRICK; LEE, 1969).

LAI de Enterococcus faecium expressa em E. coli DHI10B, ¢ uma D-galacase
isomerase hexamérica, com peso molecular de cada subunidade em torno de 66 kDa;
apresenta Mn'™> como co-fator potencial devido a estabilizagio da estrutura da proteina
durante sua aplicagdo; atinge sua atividade 6tima sob a temperatura de 50 °C (devido sua

origem meso6fila); alcanga valores de atividade maxima em pH 5,6 e 7,0. (DE SOUSA, 2015).

2.5 Imobilizacdo de enzimas

Enzimas livres sdo relativamente sensiveis e instdveis, € ndo podem ser
recuperadas e reutilizadas de forma eficiente. Estas caracteristicas trazem desvantagens para
sua aplicagao em processos catliticos. Assim novas estratégias vém sendo buscadas, sendo a
imobilizacao de enzimas em suporte so6lido uma via extremamente estudada (GIORDANO et
al., 2000; JI et al., 2016; OLIVEIRA; GUIMARAES; DOMINGUES, 2011; SANTOS et al.,
2015), contornando as desvantagens do uso da enzima livre bem como promovendo efeitos
positivos sobre a atividade e estabilidade enziméatica. Uma técnica de imobilizagao adequada
pode solucionar problemas relacionados as limitagdes enzimaticas (GARCIA-GALAN et al.,
2011).

A Figura 6 apresenta os diversos métodos de imobilizacdo relatados em estudos,
dentre elas, imobilizacdo por adsor¢do e covalente, onde as enzimas sdo imobilizadas em uma
matriz inerte (STEPANKOVA et al., 2013).

Embora existam diversos métodos de imobilizacdo de enzimas descritos ¢
investigados, ndo se pode generalizar quanto a sua aplicagdo, ou seja, cada biocatalisador
apresentara diferentes propriedades diante do método eleito, gerando uma forte ligacdo entre

suporte e enzima (MENDES et al., 2011; SANTOS et al., 2015).

Figura 6 — Métodos de imobiliza¢do de enzimas. E = Enzima
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Fonte: (BEZERRA et al., 2015).

Imobilizagdo por adsor¢cdo ¢ um dos métodos mais utilizados, uma vez que ¢
necessario escolher o procedimento mais simples e mais barato e que resulte em um derivado
com boa reten¢do de atividade e alta estabilidade operacional (MENDES et al., 2011). Este
método reversivel ¢ baseado em dispor uma solugdo enzimatica em contato com uma
superficie insoluvel em agua (suporte de imobilizacdo) para que ocorra a dsor¢ao da maior
concentracdo de proteinas dispostas, a depender de pardmentros como: natureza do suporte,
pH, temperatura, tempo e concentracdo de enzima (EDET; NTEKPE; OMEREIJI 2013). As
ligagdes formadas podem ser baseadas em ligagdes de van der Waals, interagdes eletrostaticas
e / ou hidrofébicas (STEPANKOVA et al., 2013).

A principal vantagem da imobilizagdo por adsorcdo ¢ a ndo necessidade de
modificacdes pelo uso de reagentes, mas ocorrem interagdes relativamente fracas e reversiveis

(HOMAEI et al., 2013). Esta reversibilidade pode ser vantajosa quando se busca a



33

Capitulo 2: Revisdo Bibliogradfica BEZERRA, C.S.

reutilizacdo do suporte envolvido. Além da facilidade de operacgdo, outra vantagem ¢ que as
enzimas provavelmente ndo serdo inativadas devido as condi¢des brandas do método (EDET;
NTEKPE; OMEREIJI, 2013).

Imobilizagdo por ligacdo covalente ¢ estabelecida por meio de ligagdes quimicas
entre grupos funcionais presentes em dada enzima e suporte (STEPANKOVA et al., 2013),
permitindo uma estabilizagdo maior quando comparado a imobilizacdo por adsorcdo,
prevenindo o processo de dessor¢do da enzima (MENDES et al.,, 2011). Devido a
caracterirtica de método de imobilizagdo irreversivel, apresenta como desvantagem a ndo
possibilidade de reutilizacao do suporte apds a inativagdo da enzima (SUESCUN et al., 2015).

A imobiliza¢do de enzimas via ligacdo covalente multipontual pode promover
uma estabilizagcdo da estrutura tridimensional da enzima imobilizada, evidentemente, aliado a
um suporte altamente ativado, tornando-se uma estratégia adequada para enzimas
multiméricas, as quais sob determinadas condigdes podem sofrer desativacdo devido a
dissocia¢do de subunidades da sua estrutura (GUISAN, 2006). Este conceito é corroborado
por diversos estudos (Bernal ef al., 2013; Manzo et al., 2015; Pessela et al., 2007; De Sousa,
2015) os quais revelam que enzimas multiméricas, como [-galactosidase e L-arabinose
isomerase, ao serem imobilizadas via ligagdo covalente multimérica atingem resultados
superiores em relagdo suas atividades enzimaticas.

Por se tratar de um método de imobilizagdo complexo, diversos pontos devem ser
avaliados para uma adequada aplicagdo, como, densidade dos grupos ativos por unidade de
area do suporte e sua geometria, bucando diminuir a formag¢do de complexos inativos de
enzima-suporte. Além disso, deve-se atentar que a estrutura ativa da enzima pode ser afetada,
por conta da alteragdo do centro ativo (MENDES et al., 2011). Devido ser amplamente
estudado, este método de imobilizagdo ¢ bem definido e disponivel na literatura (EDET;
NTEKPE; OMEREIJI, 2013).

Apesar de derivados obtidos através deste método possibilitarem facil
manipulacdo e adaptagdo devido a grande variacdo fisica e quimica no suporte disponivel, o
processo tende muitas vezes a ser longo bem como podem surgir dificuldades quando

aplicados em substratos de alto peso molecular (EDET; NTEKPE; OMEREIJI, 2013)
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A imobilizagdo multipuntual ou multisubunidade pode aumentar a rigidez
estrutural da proteina e a estabilizagcdo das enzimas, o que evita a inativacao relacionada com
a dissociagao (JI et al., 2016).

Segundo Santos et al. (2015) o tempo de imobilizagao multipntual deve ser mais
longo devido ser um processo lento e que requer o alinhamento correto da enzima e dos
grupos do suporte. Assim, dependendo da reatividade do suporte e enzima, um curso ideal de
imobilizacdo pode se estender de 3h até uma semana (BLANCO; GUISAN, 1989;
PEDROCHE et al., 2007). Ainda de acordo com outro estudo (FERNANDEZ-LAFUENTE et
al., 1999) a realizagdo de imobilizagdo por prolongados tempos entre enzimas multiméricas e
suportes altamente ativados contendo grandes superficies internas sugere uma técnica
adequada para que a imobilizacao destas sub-unidades seja realizada com sucesso.

Neste contexto, a escolha do método de imobilizagdo se revela como fator
importante para o sucesso do processo. Ligacdo covalente multipontual entre enzima e suporte
altamente ativado, com bracos espacadores muito curtos € um nimero de residuos na
superficie enzimatica, pode gerar uma estabilizacdo da enzima imobilizada (GUISAN, 2006).

Desde que haja muitos grupos reativos do suporte sob a superficie da enzima, a
maioria dos grupos de enzimas disponiveis serd unida por meio da ligagdo covalente
multipontual com o suporte (RODRIGUES et al., 2008). A area da proteina em contato com o
suporte, a mais afetada pela reagdo com os grupos reativos disponiveis no suporte, favorecera
o aumento da rigidez por meio da ligacdo covalente multipontual, a qual sera transmitida a
toda a estrutura proteica, elevando a estabilidade do biocatalisador (BARBOSA et al., 2013,
2015).

A estabilizacdo de enzimas multiméricas como, [-galactosidase e L-arabinose
isomerase (MANZO et al., 2015; PEREIRA-RODRIGUEZ et al., 2012), apesar de ser
considerada dificil, ¢ uma etapa importante para sua aplica¢do industrial (VIEIRA et al.,
2013). Esta classe de enzimas tende a sofrer inativacao devido a dissociacdo de subunidades,
comportamento relevante em escala industrial, sob condigdes experimentais muito suaves.
(FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1999).

Por fim, a estabilizacdo da estrutura de enzimas multiméricas, mesmo que
comunique uma estabilidade elevada, deve ser avaliada, uma vez que pode acarretar a

contaminagdo em produtos alimenticios gerados (PESSELA et al., 2008).
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2.5.1 Co-imobilizaciao de enzimas

Atualmente, as reagdes enzimaticas em cascata estdo recebendo uma atencao
crescente na biocatélise (ZAAK et al., 2017) tornando-se uma estratégia adequada aos estudos
de co-imobilizagao.

Em reagdes em cascata com mais de uma enzima imobilizada, diversas reacdes
em paralelo ocorrem simultaneamente. Assim, as cascatas enzimaticas imobilizadas podem
ser realizadas de trés formas: em catalise por etapas por enzimas imobilizadas, por enzimas
imobilizadas misturadas, ou por enzimas co-imobilizadas (JI et al., 2016). As reacdes em
cascata de multiplos passos as vezes sdo altamente eficientes e facilmente alcancadas com a
catalise de sistemas multi-enzimaticos imobilizados (JI et al., 2016).

A Figura 7 exemplifica bem o efeito cinético com enzimas imobilizadas
misturadas (Figura 7, superior) e co-imobilizadas (Figura 7, inferior). Um substrato inicial
(S1) € catalizado pela enzima 1 e transformado no produto intermediario (P1). Este P1, por
sua vez, servird de substrato para a segunda reacdo, catalisada pela enzima 2 para geragao do
produto final desejado (P2). A diferenca marcante entre os dois esquemas de sitese do produto
final ¢ a ocorréncia de todo o processo dentro de uma mesmo derivado, havendo apenas

difusdo do S1 para biocatalisador e P2 liberado (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Figura 7 — Efeito da co-imobilizagdo na cinética de um processo multi-enzimatico
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Os sistemas de enzimas co-imobilizadas mostram propriedades superiores as duas
enzimas individuais em muitos casos (JI et al., 2016). Uso de enzimas co-imobilizadas
apresentam vantagens nos processos cinéticos, uma vez que o tempo de laténcia ¢ reduzido
neste tipo de reacdo. Essa vantagem cinética cessara quando o P1 atingir uma concentragao
que permita que a enzima 2 tenha a méaxima atividade (ZAAK et al., 2017).

Como todo processo complexo, a co-imobilizacdo de enzimas traz algumas
desvantagens como, dificil determinacdo de atividade e estabilidade complicada, além de ser
facilmente afetado pela estabilidade da enzima individual (JI et al., 2016). Outro gargalo ¢ a
utilizagdo da mesma estratégia de imobilizacdo, sob as mesmas condi¢des, para enzimas
distintas envolvidas no processo (GARCIA-GALAN et al., 2011).

Estudos acerca da imobiliza¢ao de duas ou mais enzimas em um mesmo suporte
(co-imobilizacao) sdo cada vez mais relatados (NARWAL; PUNDIR, 2017; TALEKAR et al.,
2013; ZHANG et al., 2013) e considerados desafiadores, uma vez que a atividade catalitica
dos biocatalisadores envolvidos deve ser preservada e sua estabilidade melhorada
(BETANCOR; LUCKARIFT, 2010).

Esta metodologia de imobilizagdo torna-se interessante quando se almeja a
produgdo direta de D-tagatose a partir de D-galactose com o uso de duas enzimas, [-
galactosidase e L-arabinose isomerase. Como resultado da aplicagdo destes biocatalisadores
co-imobilizados, ocorro o decréscimo do acumulo de produto da primeira reagdo, D-
galactose, reduzindo efeitos negativos que este possa promover a primera enzima (f3-
galactosidase) (BETANCOR; LUCKARIFT, 2010; GARCIA-GALAN et al., 2011), como
inibicao pelo produto. Uma estratégia eficiente e economica ainda ndo foi desenvolvida para a
producdo em massa de D-Tagatose a partir de D-lactose com o uso de biocatalisadores co-

imobilizados.

2.6 Suportes para imobilizacdo de enzimas

Diversos suportes podem ser utilizados para imobilizagdo de enzimas, tais como resina

sintética, um polimero inorganico, como zedlito ou silica, ou um biopolimero (BEZERRA et

al., 2015; EDET; NTEKPE; OMEREJI, 2013; HOMAEI et al., 2013).
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Por possuir uma superficie extensa, a agarose pode realizar intensa multi-interagao
envolvendo mais de 30% da superficie enzimatica (SANTOS et al., 2015). A agaose ¢ um
suporte hidrofilico (SUESCUN et al., 2015), com flexivel aplicagdo em reatores com agitacao
mecanica (GARCIA-GALAN et al., 2011), compativel com diversas estratégias de ativagao e
comercialmente disponivel (ZUCCA; FERNANDEZ-LAFUENTE; SANJUST, 2016). E
facilmente manipulada e ativada devido a presenca de elevada densidade de grupos de
superficie hidroxilas (OH); sendo freqiientemente usada para imobilizacdo enzimatica em
meios aquosos (BEZERRA et al., 2015). Os grupos hidroxilas podem ainda reagir com
reagente epoxido para que assim grupos glioxil sejam formados (RODRIGUES et al., 2008).

A agarose pode ser classificada de acordo com a concentragdo de ligacdes de
reticulagcdo presentes, 4 BCL e 6 BCL. A agarose 4 BCL ¢ formada por pequenas particulas
(poros grandes) quando comparada com a garose 6 BCL a qual apresenta particulas grandes
(poros pequenos) (GONCALVES et al., 2000).

Segundo Bezerra et al. (2015) adsorcdo fisica em MANAE-agarose com baixa
forga i6nica pode proporcionar elevados resultados de rendimento de imobilizacao e atividade
recuperada, sem ocasionar efeito significativo para a estabilidade da enzima.

Os suportes altamente ativados sdo mais apropriados para estabilizagdo de
enzimas multiméricas porque permitem a maxima compatibilidade com enzimas (VIEIRA et
al., 2013). Embora nenhum método e suporte seja o melhor para todas as enzimas e suas
varias aplicagdes. Isto se deve as caracteristicas quimicas e a composi¢ao das enzimas, bem
como as diferentes propriedades dos substratos e produtos, e aos varios usos destes produtos
(HOMAEI et al., 2013).

Suportes de imobilizagdo glioxil-agarose sao relatados como adequados para
obtengdo de biocatalisadores imobilizados estaveis por meio de ligagdo covalente
multipontual (MATEO et al., 2005). A imobiliza¢ao utilizando grupos glioxil decorre por
meio da(s) area(s) da proteina que possui residuos mais reativos, possibilitando uma intensa
interacdo multipontual entre enzima e suporte (RODRIGUES et al., 2008). Nesta
metodologia, as enzimas, através dos seus grupos amino, reagem com grupos aldeidos na
superficie do suporte (BEZERRA et al., 2015).

Segundo Santos et al. (2015) glioxil (geralmente agarose) gera os maiores valores

de estabilizagdo através da imobilizacao de diversas enzimas. Estudos com imobiliza¢ao das
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enzimas [B-galactosidase e L-arabinose isomerase em suporte glioxil-agarose sdo relatados,
alcangando éxito em suas aplicagdes (BERNAL et al., 2013; MANZO et al., 2015; PESSELA
et al., 2007).

Enzimas imobilizadas em suportes glioxil-agarose sdo ligadas lentamente ¢ com
uma distribui¢do homogénea ao longo dos poros das particulas do suporte (BARBOSA et al.,
2013). Para que se obtenha sucesso no processo, a imobilizagdo deve ocorrer sob valores de
pH alcalino, em torno do pH 10,0 (MATEO et al., 2005).

A disposi¢ao de maiores quantidades de grupamentos aldeidos e densidade
superficial dos grupos glioxil no suporte também comunica maiores rendimentos de
imobilizagdo, bem como mais rapidamente a enzima ¢ ligada ao suporte (MATEO et al.,
2005). Uma metodologia GUISAN (1988) bem estabelecida para o desenvolvimento de
suportes com 75 e 200 pmolmL’' de grupos aldeido é amplamente utilizada para

imobilizagdo multipontual de diversas enzimas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

Enzima B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) de Kluyveromyces lactis, 18 mg de
proteina.mL™" de extrato (Lactozime 2600 L), agarose 6 BCL, cisteina, D-galactose ¢ Glicidol
foram obtidos da empresa Sigma Chemical Co. (St. Loius, MO, EUA).

A L-arabinose isomerase (E.C. 5.3.1.4) de Enterococcus faecium expressa em E.
coli DH10B, 22 mg de proteina.mL'1 de extrato, foi produzida, purificada (DE SOUSA et al.,
2017) e gentilmente cedida pelo Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Processos
Biotecnologicos (Localizado no Departamento de Engenharia Quimica da Universidade
Federal do Ceard).

Agarose DEAE fast flow e 4 BCL foram adquiridos da empresa GE Healthcare
Life Sciences (Pollards Wood, UK).

Os demais reagentes (de grau analitico) utilizados neste estudo foram adquiridos

de distintos fornecedores.

3.2 Métodos

3.2.1 Suporte Agarose-MANAE

Para preparacdo deste suporte seguiu-se 3 etapas: produg¢do de Agarose-Epodxido,

Agarose-Epoxido-Glioxil e Agarose-MANAE, como descrito abaixo.

3.2.1.1 Preparacdo do suporte Agarose-Epoxido

Este suporte foi preparado como etapa intermedidria para elaboragdo de um dos
suportes de interesse deste estudo, Agaraose-MANAE.

Inicialmente, suspendeu-se 100 g de Agarose 4BCL, a qual foi previamente
lavada com agua destilada e seca, em 440 mL de solucdo de 4gua destilada solugdo, composta

por 32,8 g de NaOH e 2 g de NaBH4. Em banho de gelo, 110 mL de epicloridrina e 160 mL
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de acetone foram lentamente adicionados a solugdo inicial. Sob suave agitag¢do, o preparo foi
homogeneizado por 16 horas sob temperature ambiente, e ao final deste tempo foi lavado com

agua abundantemente e seco sob vacuo (BOLIVAR et al., 2010).

3.2.1.2 Preparagdo do suporte Agarose-Epoxido-Glioxil

Como uma segunda etapa para obtengdo do suporte Agaraose-MANAE, o suporte
Agarose-Epoxido foi oxidado com o uso de 1375 mL de solucao de NalO4 100 mM sob suave
agitacdo por 90 minutos. Ao término deste tempo, o preparo foi lavado exaustivamente com

agua destilada e filtrado sob vacuo (BOLIVAR et al., 2010).

3.2.1.3 Preparacdo do suporte Agarose-MANAE

Para a tltima etapa de obtencao do suporte Agarose-MANAE, 10 g do suporte
descrito no item anterior, Agarose-Epdxido-Glioxil, foram adicionadas a 100 mL de solugdo
de Etilenodiamina 2% solu¢do, pH 8,5, sob agitacdo suave por 2 h. Ao término do tempo, 10
mg.mL"' de NaBH, foram adicionados a suspensdo para sua reducio durante 2 h. Por ultimo,
a solucao foi filtrada sob vacuo e lavada com 100 mL de solug¢ao tampao acetato de sdédio 100
mM e NaCl 1 M, pH 5,0, e entdo, com 100 mL de solucido tampao de bicarbonato de sodio
100 mM e NaCl 1 M, pH 10. Por fim, o suporte foi lavado demasiadamente lavado com agua

destialda e seco sob vacuo (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1993)

3.2.2 Preparacdo do suporte Agarose 6 BCL-Glioxil

Para obtencdo do suporte Agarose 6 BCL-Glioxil realizou-se duas etapas:
Eterificagdo do suporte pelo uso de glicidol e oxidagdo através de periodato de sddio
(GUISAN, 1988). Apos ser lavada abundantemente com agua destilada, ressuspendeu-se 105
g de agarose 6 BCL em 4gua destilada até atingir o volume final de 180 mL. Em seguida,
foram adicionados 50 mL de solugdo 1,7 N de NaOH, contendo 3,4 g de borohidreto de sédio,

em banho de gelo para evitar o aquecimento da solu¢ao. 36 mL de glicidol foram adicionados



42

Capitulo 3: Materiais e Métodos BEZERRA, C.S.

lentamente a soluc¢do, a qual permaneceu sob agitagdo durante 18 h em temperatura ambiente
para que assim fosse formado o suporte agarose-gliceril, o qual foi lavado e seco com agua
destilada ao final do tempo. Na etapa posterior, para cada 105 g do suporte foi ressuspendido
para 1500 mL de 4gua destilada e adicionou-se lentamente o volume especifico de periodato
de sodio 0,1 N referente a concentragdo de grupos aldeidos desejada. Desta forma, adicionou-
se 112,5 mL de periodato de s6dio 0,1 N para oxidacdo do suporte agarose-gliceril para
agarose-glicidol, gerando a concentra¢io de 75 pmol.mL™ de grupos aldeido. Em paralelo,
300 mL de periodato de sodio 0,1 N foram adicionados objetivando também a oxidacao do
suporte de agarose-gliceril em agarose-glicidol, porém, com concetragdo superior de grupos
aldeido, 200 pmol.mL™". As solugdes foram agitadas durante 2 h e posteriormente lavadas e
secas para armazenamento sob 4°C. Pode-se obter suportes com um com uma quantidade de
grupos aldeido de 0 a 200 pmol.mL™, o que equivale 4 uma densidade superficial de 17 a 20
residuos de aldeido/1000 A* (FERNANDEZ-LAFUENTE, 1992).

Esta metodologia ja ¢ validada quanto ao alcance da concentragdo de grupos
glioxil desejada, justificando assim a ndo realizagdo de quantificacdo de grupos aldeidos
(GONCALVES, 2001; GRAZU et al., 2006; VIEIRA et al., 2013). Além disso, a
concentragdo de grupos glioxil conferida ao suporte ¢ rigorosamente controlada pela

quantidade de periodato de sddio adicionada (MATEO et al., 2005).

3.2.3 Imobilizacao das enzimas em Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

1 g dos suportes Agarose-DEAE e Agarose-MANAE foram resuspensos em 10
mL de solugdo composta por 40 mg de proteina.g” de suporte da enzima B-galactosidase
(Msuporte/ Vsolugio) €m solugdo tampdo fosfato de potassio 5 mM, pH 7,0. As respectivas
imobilizagdes foram conduzidas sob 25 °C por 3 h com agitacdo constante. Por fim, os
derivados DEAE-LAC e MANAE-LAC foram lavados com agua destilada e filtrados sob
vacuo. O mesmo protocolo foi adotado para a imobilizacdo da enzima L-arabinose isomerase
(DEAE-LAI e MANAE-LAI), contudo, assumiu-se como carga oferecida 20 mg de
proteina.g™' de suporte e um menor tempo de contato, 1 h.

Em paralelo aos ensaios realizou-se um experimento controle (branco), para

avaliar uma provavel desativacdo da enzima nas mesmas condi¢cdes de imobilizagdo. As
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condi¢gdes operacionais de temperatura e agitagdo foram mantidas constantes durante os
experimentos. O processo de imobilizagdo também foi acompanhado com determinagdo de

proteinas (BRADFORD, 1976).

3.2.4 Imobilizagdo das enzimas no suporte glioxil-agarose 6 BCL

Para imobilizacdo e co-imobilizacdo covalente multipontual das enzimas [3-
galactosidase (LAC) e L-arabinose isomerase (LAI) nos suportes Glioxil-agarose 6 BCL com
75 ¢ 200 pmol.mL™ de grupos aldeido, procedeu-se de acordo com Bernal ez al. (2013), com
modificagdes.

Cada 1 g de suporte foi suspenso em 10 mL de solugdo enzimatica contendo
diferentes cargas oferecidas (40 mg de proteina.g™' suporte para enzima LAC, bem como, 20 ¢
60 mg de proteina.g”' suporte para enzima LAI) em tamp3o bicarbonato de potassio 100 mM
suplementado com 0,1 M de KCI e 0,1 mM de MgCl,, pH 10,0, durante 3 e 5 horas de
incubacdo, sob condicdes constante de agitacdo e temperatura ambiente. Estes ensaios foram
conduzidos na presenca de 0,1 M de KClI e 0,1 mM de MgCl, objetivando amenizar, durante a
incubacdo, os efeitos redutores da atividade da enzima soluvel sob o ph 10,0, por pelo menos
1 h, mesmo sob temperatura ambiente (BERNAL et al., 2013).

Imobiliza¢des com suportes Glioxil sdo realizadas em pH 10,0 para grande parte
das enzimas, uma vez que ao utilizar valores de pH proximos a neutralidade, a estabilidade da
enzima poderd ser prejudicada por haver alteracdes na orientagdo da enzima em relacdo a
superficie de suporte (SANTOS et al., 2015).

Para o ensaio de co-imobilizacdo (Figura 8) das enzimas (ambas enzimas
imobilizadas em um unico suporte) estipulou-se 6 horas como tempo total de incubagdo.
Primeiramente, para cada 1 g de suporte, 10 mL de solugcdo enzimatica contendo 20 mg de
proteina.g” suporte foram adicionados como carga oferecida para enzima LAC, utilizando o
mesmo tampao descrito anteriormente, sendo submetido a agitagdo suave por 3 h, sob
temperatura ambiente. Em seguida, a solu¢do foi descartada e a massa do derivado foi
suspensa em nova solucio enzimatica (LAI) com carga oferecida de 40 mg de proteina.g”
suporte no mesmo tampao e condigdes mencionadas para a primeira enzima. As enzimas

foram incubas separadamente para que ndo fossem gerados dados erroneos para a
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quantifica¢do dos pardmetros de imobilizacdo de cada enzima.

Figura 8 — Fluxograma demonstrativo do processo de co-imobilizagdo das enzimas [-

galactosidase e L-arabinose isomerase em suporte Glioxil-agarose 6 BCL

1 g de Glioxil-agarose 6 BCL
_l’_

10 mL de solugdo da enzima LAC (20 mg de proteina.g™ suporte)

—| Incubagdo por 3 h, 25 °C |

Lavar e secar o derivado |

Massa seca do derivado
+

10 mL de solucao da enzima LAI (40 mg de proteina. g'1 suporte)

—| Incubagdo por 3 h, 25 °C |

Lavar e secar o derivado |

Massa seca do derivado
+

9 mg de boro hidreto de sédio
+

9 mL de tampao de imobilizagao

—— 30 min de reacfo, 25 °C |

| Lavar e secar o derivado |

| Derivado co-imobilizado (Co-Imob) |

Fonte: elaborada pelo autor.

Ao final do tempo de imobiliza¢do de ambas as estratégias realizadas, adicionou-
se a cada solugdo 1 mg de boro hidreto de sddio para cada 1 mL de suspensao, o qual reagiu
durante 30 minutos, sob temperatura ambiente, para que os grupos reativos remanescentes
presentes nas superficie do derivado fossem assim reduzidos evitando a ocorréncia de

algumas reagdes indesejadas em paralelo bem como intensificar o perfil hidrofilico do suporte
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(BERNAL et al., 2013; MATEO et al., 2006).
Por fim, os derivados foram lavados com agua destilada e filtrados a vacuo. Todos

os derivados foram armazenados sob refrigeracdo para a realizacao das analises subsequentes.

3.2.5 Andlise de atividade da enzima f-galactosidase livre e imobilizada em suporte

Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

A atividade enzimética para determinacao dos parametros de imobilizagdo foi
medida em espectrofotometro (420 nm) utilizando como substrato solucdo de ONPG 1,25
mM em tampao fosfato de so6dio SO0mM suplementado com MnCl, 0,1 mM (co-fator) pH 6,6
(€ = 4,5 cm”.umol, nestas condi¢des). Entdo, 50 uL de amostra de solu¢io enzimatica ou
suspencao de derivado foram adicionados a 2 mL de substrato sob 37 °C. Uma unidade de
atividade de B-galactosidase (U) foi definhada como a quantidade de enzima a qual libera 1
umol de o-nitrofenol por minuto sob as condigdes de ensaio (INCHAURRONDO;
YANTORNO; VOGET, 1994).

Assim, determinou-se: Rendimento de immobilization (RI, %), atividade

recuperada (At,, %) e atividade do derivado (Aty, U.g" de suporte) (SILVA et al., 2012).

3.2.6 Analise de atividade da enzima L-arabinose isomerase livre e imobilizada em suporte

Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

A atividade enimética da enzima L-arabinose isomerase foi determinada usando
como substrato 400 pL de solugcdo de D-galactose 0,5 M em solugdo tampao de fosfato de
potassio 25 mM pH 7, suplementado com MnCl, 0,0001 M (co-fator), com 100 uL de amostra
da solugdo enzimatica ou suspensdo de derivado, incubado em 50 °C (€ = 6,3 cm”.pmol™,
nestas condi¢des). A quantidade de D-tagatose foi medida analise colorimétrica pelo método
cisteina-carbazol-acido sulfurico (DISCHE; BORENFREUND, 1951). A leitura das amostras
foram realizadas em espectrofotdometro (MANZO et al., 2013). Uma unidade (U) de atividade
de L-arabinose isomerase foi definidad como a quatidade de enzima necessaria para catalisar

1 pmol de D-tagatose por minuto sob as condi¢des de ensaio.
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Os parametros de imobilizagdo foram determinados como mencionado

anteriormente (SILVA et al., 2012).

3.2.7 Andlise de atividade da enzima f-galactosidase livre e imobilizada em suporte Agarose

6 BCL-Glioxil

Devido a instabilidade da enzima [-galactosidase (LAC) ao pH 10,0, a
determinagdo dos parametros de imobilizagdo, no que se refere a enzima soluvel, foi
mensurada a partir da quantificagdo da concentragao de proteinas (BRADFORD, 1976).

Para determinagdo da atividade dos derivados da enzima LAC, GLI-6BCL-LAC,
realizou leitura em espectrofotdometro (420 nm) com a adicdo de 50 uL de suspensdao do
derivado em 2 mL do substrato 1,25 mM ONPG em tampao 50 mM de fosfato de sédio
suplementado com 0,1 mM de MnCl, (co-fator) pH 6,6, sob 37°C (€ = 4,5 cm?. umol'l, nestas
condi¢des). Cada unidade (U) de atividade da enzima B-galactosidase foi definida como a
quantidade de enzima que promove a formacao de 1 umol de o-nitrofenol por minuto
(INCHAURRONDO; YANTORNO; VOGET, 1994).

Para os ensaios de bioconversdo e cinética enzimatica realizados neste estudo, os
quais utilizaram D-lactose como substrato, a atividade enzimatica dos derivados GLI-6BCL-
LAC foi determinada através da concentragdo formada de D-glicose baseado no método
GOD-PAP (TRINDER, 1969) a partir do uso de um kit enzimatico (Glucose Monoreagent,
Bioclin) (LIMA et al., 2013). Assim, uma unidade (U) de atividade da enzima (-galactosidase
foi definida como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 pmol de D-glicose / D-
galactose por minuto (VIEIRA et al., 2013).

Com isso, foi possivel determinar os parametros de imobilizagao: rendimento de
imobilizagdo (RI, %) e atividade do derivado (At,, U.g" de suporte) (Silva ef al., 2012; De
Sousa, 2015).
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3.2.8 Analise de atividade da enzima L-arabinose isomerase livre e imobilizada em suporte

Agarose 6 BCL-Glioxil

Da mesma forma como mencionando no item anterior, devido a instabilidade da
enzima L-arabinose isomerase (LAI) ao pH 10,0, a determinacdo dos pardmetros de
imobilizagdo, no que se refere a enzima soluvel, foi mensurada a partir da quantificagdo da
concentracdo de proteinas (BRADFORD, 1976).

A atividade dos derivados da enzima LAI, GLI-6BCL-LAI, foi quantificada a
partir de analise colorimétrica pelo uso do método cisteina-carbazol-acido sulfurico
(DISCHE; BORENFREUND, 1951). Para isso, foi adicionado 100 pL de suspensdo do
derivado a 400 pL de solu¢do de D-galactose 500 mM em tampdo 25 mM de fosfato de
potassio, pH 7,0, adicionado de 0,1 mM de MnCl, (co-fator), sob 50 °C, por 1 hora (€ = 6,3
cm’.umol™, nestas condigdes). A leitura do resultado foi realizada em espectrofotdmetro (560
nm). Uma unidade (U) de atividade da enzima L-arabinose isomerase foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para isomerizar 1 pmol de D-tagatose por minuto (MANZO
etal., 2015).

Através destas metodologias foi possivel determinar os pardmetros de

imobilizacao (Silva et al., 2012; De Sousa, 2015).

3.2.9 Determinagio dos parametros cinéticos das enzimas imobilizadas em suporte

Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

Para o estudo cinético utilizou-se 20 pL de suspensiao de DEAE-LAC ou
MANAE-LAC para 1480 uL de D-lactose (58,4 a 233,6 mM) em solucdo tampao de fosfato
de potassio 25 mM, pH 7, suplementado com MnCl, 0,0001 M, sob 50°C (€ = 3,1 cm*.umol”,
nestas condi¢des). Apos 30 min a reagdo foi interrompida com o uso de banho de gela.
Amostras foram coletadas para a determinacdao da concentracdo de D-glicose foramada
utilizando o método GOD-PAP com o uso do kit enziméatico (Glucose Monoreagent, Bioclin)
para dosagem de glicose. Uma unidade de -galactosidase foi definida como a quantidade de

enzima capaz de hidrolisar 1 umol de glicose por minuto nas condi¢des descritas inicialmente.
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A cinética enzimatica dos derivados DEAE-LAI ¢ MANAE-LAI foi avaliada
utilizando D-galactose (50 a 1100 mM) como substrato nas mesmas condi¢des citadas para os
derivados da enzima L-arabinose isomerase (€ = 6,3 cm”.umol”’, nestas condi¢des). Ao fim de
1 h, a reagdo foi parade com o uso de banho de gelo e entdo amostras foram coletadas para
determinar a concentracdo de D-tagatose produzida.

A constante de Michaelis-Menten (K;,) e velocidade méxima de reagdo (Viax)
foram calculadas através do modelo de Michaelis-Menten. Para os ensaios com a enzima
LAC, considerou-se sem inibigdo competitiva pelo produto (D-galactose) devido ao uso de

concentragdes de D-lactose acima de 50 mM (KIM; JI; OH, 2004).

3.2.10 Determinagdo dos pardmetros cinéticos das enzimas imobilizadas em suporte

Agarose 6 BCL-Glioxil

Os derivados GLI-6BCL-LAC5qg5 € GLI-6BCL-LAIgo5 também foram avaliados
para determinacao de seus parametros cinéticos, velocidade maxima (Vyax) € Constante de
Michaelis-Menten (K,,), calculados através do modelo de Michaelis-Menten. Para este ensaio,
20 pL de suspensdao de GLI-6BCL-LAC;g0;5 € GLI-6BCL-LAIg05 foram adicionados a 1480
uL de solugdo de D-lactose (58,4 a 233.6 mM) e D-galactose (50 a 1100 mM),
respectivamente, em 25 mM de fosfato de potassio pH 7, suplementado com 0,1 mM de
MnCl,, sob 50°C. O tempo de reagdo para o derivado da enzima Lac foi de 30 min, enquanto
para o derivado da enzima LAI foi de 1h. Apds este tempo, as amostras foram submetidas ao
banho de gelo para que a reacdo fosse interrompida, para posterior determinagdo da

concentracdo de D-galactose e D-tagatose produzidas.

3.2.11 Hidrdlise de D-lactose com a enzima p-galactosidase imobilizada em suporte

Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

A bioconversdo de D-lactose em D-galactose pelos derivados DEAE-LAC e
MANAE-LAC foi realizada em solugdo tampao de fosfato de potassio 25 mM pH 7,
suplementado com MnCl, 0,0001 M, contendo D-lactose 146 mM, sob 50°C e constante
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agitacdo. Durante o periodo de 24 h amostras foram coletadas para realizar determinagdo da

concentragdo de D-galactose produzida.

3.2.12 Isomerizacio de D-galactose com a enzima L-arabinose isomerase imobilizada em

suporte Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

DEAE-LAI ¢ MANAE-LAI foram incubados em D-galactose 50 mM com
solucao tmpao de fosfato de potassio 25 mM pH 7, também suplementado com MnCl, 0,0001
M sob 50 °C e constante agitacdo. Amosras foram coletadas para o monitorsmento da

bioconversao de D-galactose em D-tagatose durante o periodo de 24 h.

3.2.13 Determinacido da taxa de bioconversio a partir de D-lactose da enzima p-

galactosidase imobilizada em suporte Agarose 6 BCL-Glioxil

A bioconversao de D-lactose em D-galactose, pelo derivado GLI-6BCL-LAC,
elencando diferentes cargas (U), foi realizada com solu¢do inicial de D-lactose de 146 mM
(5,0 %, m/v) em tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 7, suplementado com 0,1 mM de
MnCl,, sob 50°C e agitacdo constante, durante 24 h.

3.2.14 Determinacdo da taxa de bioconversdo a partir de D-galactose da enzima L-

arabinose isomerase imobilizada em suporte Agarose 6 BCL-Glioxil

O derivado GLI-6BCL-LAI foi incubado, com diferentes cargas (U), em solucao
de D-galactose 50 mM também em tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 7, suplementado
com 0,1 mM de MnCl,, sob 50°C e agitacdo constante, para analise da producdo de D-

tagatose (mM) ao final de 24 h.
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3.2.15 Determinagdo da taxa de bioconversdo a partir de D-lactose e D-galactose das

enzimas imobilizadas em suporte Agarose 6 BCL-Glioxil

A bioconversdo a partir de D-lactose 146 mM também foi analisada através da
incubacdo de ambos biocatalisadores (GLI-6BCL-LAC e GLI-6BCL-LAI) em um mesmo
reator, bem como, dos biocatalisadores co-imobilizados para produ¢do direta de D-tagatose.
Além disso, a produgdo direta de D-tagatose foi avaliada a partir de soro queijo (5 % de
lactose, m/v). Para estes ensaios, amostras foram analisadas através de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), com sistema da marca Waters (Milford, MA, EUA) equipado com
um detector de indice de refracdo Waters 2414. Os monossacarideos D-lactose, D-glicose, D-
lactose e D-tagatose foram mensurados através do uso de coluna Rezex RCM-
Monossacarideo CA+ 8% (300 mm x 7,8 mm, Phenomenex), usando como eluente agua
MiliQ, com vazdo de 0,5 mL.min™" sob 85 °C. As concentragdes de cada aglicar foram obtidas
através de curvas de calibracdo com concentragdes dos padroes relativas as respectivas areas
dos cromatogramas.

Foram realizados ensaios por um periodo de 12, 24 ¢ 72 h.

3.2.16 Estabilidade térmica das enzimas imobilizadas em suporte Agarose 6 BCL-Glioxil

A andlise de estabilidade térmica dos derivados desenvolvidos foi realizada
através da incubagdo de suspensdes de 0,5 g de derivado em 5 mL de tampao 25 mM de
fosfato de potassio pH 7, adicionado de 0,1 mM de MnCl,, sob a temperatura de 50 °C para os
derivados GLI-6BCL-LAC, e 50 e 60 °C para os derivados GLI-6BCL-LAI, durante até 600
minutos. Em tempos pré-estabelecidos, amostras foram coletadas e assim analisadas para a
determinagdo da atividade enzimatica remanescente, em ONPG e D-galactose, como descrito
anteriormente.

O tempo de meia vida (t;2) dos derivados foi avaliado de acordo com o modelo de
Sadana e Henley (1987) o qual foi ajustado aos dados experimentais de inativagdo térmica

obtidos com o uso do software Origin 8.1 (SANTOS et al., 2017).
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3.2.17 Estabilidade ao pH das enzimas imobilizadas em suporte Agarose 6 BCL-Glioxil

Para o estudo de estabilidade ao pH, 0,1 g do derivado foi incubado em 1 mL de
25 mM de tampao fosfato de potassio pH 5,5 e 7, e bicarbonato de potassio pH 9 e 10, todos
adicionados de 0,1 mM de MnCl,, sob temperatura ambiente, por 24 horas. A atividade
enzimatica foi mensurada em ONPG e D-galactose, como descrito anteriormente.

Este ensaio foi realizado com os derivados das enzimas LAC e LAI imobilizadas
por 5h no suporte GLI-6BCL com 200 pmol.mL'1 de grupos aldeido, GLI-6BCL-LAC;gs5 €
GLI-6BCL-LAI/s, respectivamente.

3.2.18 Estabilidade operacional das enzimas imobilizadas em suporte Agarose 6 BCL-

Glioxil

Os ensaios de estabilidade operacional foram realizados com os derivados GLI-
6BCL-LAC¢5s € GLI-6BCL-LAI,00/5 (em um mesmo reator), bem como, com o derivado co-
imobilizado (Co-Imob), os quais foram utilizados anteriormente em reagdes de bioconversao
por 72 h. As massas de derivados, 0,96 e 0,82 g, foram adicionadas a 20 mL de solucao de D-
lactose ¢ assim foram realizadas 10 bateladas consecutivas com duragao de 24 h, sob 50 °C ¢
agitacdo constante. Ao final de cada ciclo, amostras eram coletadas para quantificacdo da
concentracdo dos monossacarideos D-lactose, D-glicose, D-galactose e D-tagatose, em
seguida o derivado era lavado com agua destilada e seco a vacuo para remover qualquer

produto da reagdo anterior e disposto para o inicio de um novo ciclo.

3.2.19 Ensaio de SDS-PAGE

As eletroforeses se realizaram de acordo com Armisén (1997), em géis de
acrilamida em condi¢des de desnaturagdo na presenga de SDS de acordo com o método de
Laemmli (1976), com algumas modificagcdes descritas a seguir. A porcentagem (p/v) de
poliacrilamida utilizada foi de 12%. As proteinas foram visualizadas por coloragdo com
Coomassie Brilhante Blue. Marcadores de alto peso molecular foram utilizados. As amostras

de derivados foram preparadas por desnaturalizacio com 1% de SDS, 2,5% de
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mercaptoetanol, a 100 °C durante 5 min. Apods a desnaturalizagdo, centrifugou-se e retirou-se
o sobrenadante contendo a proteina adsorvida ao suporte. As amostras foram analisadas a
temperatura ambiente, 150V, por aproximadamente 60 min em uma unidade de eletroforese
Mini Protein III (BioRad, EUA), empregando uma fonte de alimentagdo da Pharmacia

Biotech. (Electrophoresis Power Supply - EPS 600).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Imobilizaciao das enzimas em Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

As enzimas [-galactosidase (LAC) e L-arabinose isomerase (LAI), foram
imobilizadas em suportes Agarose-DEAE e Agarose-MANAE por adsor¢do, de acordo com
os métodos ja descritos, resultando no desenvolvimento de quarto derivados, os quais serdo
chamados neste estudo de DEAE-LAC, DEAE-LAI, MANAE-LAC e¢ MANAE-LAI,
buscando resultados de parametros de imobilizacdo adequados para alta atividade catalitica.

Inicialmente verificou-se o curso de imobilizagdo das enzimas em seus
respectivos suportes durante os tempos de 30 minutos, 1, 2 ¢ 3 h de incubagdo, através da

atividade residual (%). Este resultado pode ser verificado na Figura 9.

Figura 9 — Curso de imobilizacdo (%) das enzimas [p-galactosidase (A) e L-arabinose
isomerase (B) em suportes DEAE-Agarose e MANAE-Agarose por um periodo de incubagdo
de 30 minutos a 3 horas. DEAE-LAC (m), MANAE-LAC (o), DEAE-LAI (A) e MANAE-
LAI(A)
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Fonte: elaborada pelo autor.

Diante dos resultados expostos acima (Figura 9) determinou-se o tempo de

incubagdo de 3 horas para a enzima [-galactosidase (Figura 9 A), uma vez que a solugdo
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enzimdtica controle manteve sua atividade catalitica inalterada durante o periodo total de
incubacdo (100% de atividade residual), permitindo que haja um maior tempo de contato
entre enzima e suporte para atingir maior RI (99 %), como também buscar fortalecer a
ligacao.

Concomitantemente a reduc¢do da atividade residual da solu¢do sobrenadante de
imobilizagdo da enzima L-arabinose isomerase de 30 minutos (25 e 23 %) até 1 hora (6 ¢ 11
%), nos suportes DEAE e MANAE, respectivamente, ocorre o decréscimo da atividade
residual da carga enzimatica de L-arabinose isomerase oferecida, solucdo controle, (87 % em
1 h de incubag@o). Apds o periodo de 3 h, a atividade residual da solugdo controle de L-
arabinose isomerase decai ainda mais, cerca de 54 % de atividade catalitica residual, ou seja, a
estabilidade desta solucao enzimatica ¢ influenciada pelas condi¢des de imobilizagao (tempo e
temperatura de incubagdo, por exemplo). Assim, determinou-se 1 h como tempo de
imobilizagdo para a enzima L-arabinose isomerase nos suportes DEAE e MANAE.

Os resultados dos ensaios de imobilizagdo podem ser observados na Tabela 1.
Todos os quatro derivados apresentam elevado rendimento de imobilizagdo apos 1 h (LAI) e 3
h (LAC) de contato das enzimas e suportes DEAE ¢ MANAE. Ambos derivados da enzima
LAC alcangaram 99 % de RI, ao contrario do que ¢ observado para os derivados DEAE-LAI
(94 %) e MANAE-LAI (89 %). Desta maneira, percebe-se que a enzima LAI foi adsorvida
mais rapidamente, devido ao tempo de imobilizacdo ser menor (1 h), apesar de apresentar
massa molar acima de 311 kDa, enzima hexamérica (DE SOUSA et al., 2017). Enquanto a
massa molar da enzima LAC equivale a 118 kDa (ZHOU; CHEN, 2001a), esta exigiu um
maior tempo de incubacdo. Estudos acerca da imobilizagdo de B-galactosidase de Aspergillus
oryzae (DE ALBUQUERQUE et al., 2016) em suporte MANAE também apresentaram alto
RI (100 %), mas em poucos minutos de incuba¢do, com destaque para a forca idnica de 5 mM
e pH 7,0 do tampao de imobilizagao, o mesmo utilizado nestes ensaios de imobilizacdo do
presente estudo. Ainda de acordo com este estudo (DE ALBUQUERQUE et al., 2016), a
escolha apropriada da carga de enzima oferecida ¢ importante fator para prevenir possiveis

limitagSes difusionais que possam ocorrer com o uso cargas acima de 20 mg.g™' de suporte.
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Tabela 1 — Parametros de imobilizagdo de P-galactosidase e L-arabinose isomerase em
DEAE-Agarose ¢ MANAE-Agarose. Solucdo tampao de fosfato de potassio 5 mM, pH 7,
suplementado com MnCl, 0,0001 M. Rendimento de imobilizacdo (RI, %), atividade
recuperada (At,, %) e atividade do derivado (Atg, U.g™' de suporte)
Biocatalisador ~ RI (%) At (%) Atg (U.gh)
DEAE-LAC 99 +0,0 1,6 £0,1 39,2+2,0
MANAE-LAC 99 + 0,0 3,0+0,1 57,7+0,1
DEAE-LAI 94+£0,2 145+0,4 0,74+ 0,01
MANAE-LAI 89+ 1,8 65,6 +1,3 1,4+0,0

Fonte: elaborada pelo autor.

Estes resultados de rendimento de imobilizacao (Tabela 1) foram confirmados por
meio do acompanhamento do decréscimo da concentracdo de proteina durante o periodo de
incubacdo da enzima no suporte, DEAE-LAC e MANAE-LAC 99 %, DEAE-LAI 94 % e
MANAE-LAI 89 %, como pode ser observado na Figura 10.

Figura 10 — Rendimento de imobilizacdo (%) das enzimas [-galactosidase e L-arabinose
isomerase em DEAE-Agarose ¢ MANAE-Agarose. Carga enzimatica imobilizada (=) e
concentragdo de proteinas imobilizada (m), ao final de 3 h (DEAE-LAC e MANAE-LAC) e 1
h (DEAE-LAI e MANAE-LAI) de incubagao
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Ao observarmos o grafico acima (Figura 10), percebe-se que a concentracdo de
proteina oferecida durante os ensaios de imobilizacao decrescem tendendo a nulidade, ou seja,
o RI através da concentracdo de proteinas imobilizada nos suportes ¢ de 100 % para os
derivados DEAE-LAC e MANAE-LAC, 88 % para DEAE-LAI e 83 % para MANAE-LAL
Os valores descritos corroboram com os expostos na Tabela 1, fomentando os resultados
obtidos.

Tornando a observar a Tabela 1, ao analisarmos a At;, pode-se perceber que
apesar dos valores de RI serem proximos a 100 %, os biocatalisadores DEAE-LAC e
MANAE-LAC apresentaram At,, 1,6 e 3,0 %, respectivamente, possivelmente devido a fraca
ligacdo entre enzima e suporte gerada pela imobilizacao por adsor¢ao. Outro fato que respalda
este resultado seria o preparo do biocatalisador DEAE-LAC, o qual deve ser analisado e
aplicado imediatamente apds a sua obtencdo, considerando que ao longo do tempo o derivado
apresentava diminuicdo da Aty, a qual foi 39,2 U.g'l, tendendo a zero, corroborando com a
possibilidade deste tipo de ligacao para este suporte e enzima ndo gerar um biocatalisador
estavel. Este evento nao foi observado para MANAE-LAC , o qual apresentou o dobro da At,,
bem como um valor maior para Atg, 57,7 U.g™.

No entanto, estratégias de estabilizagdo podem ser verificadas e aplicadas para
estes biocatalisadores e assim permitir que a At. ¢ Atq sejam de valores superiores aos obtidos
neste estudo.

Os biocatalisadores DEAE-LAI e MANAE-LAI, com tempo de imobilizagao de 1
hora, mostrou uma maior At;, 14,5 e 65,6 %, respectivamente, revelando que possivelmente,
para esta enzima e suporte, ocorreu maior numero de ligagdes por adsor¢do. Os valores para
Atg, 0,74 e 1,4 U.g”', sugerem que mesmo com uma elevagdo do RI e At,, parte da carga de
enzima imobilizada pode ter sido desorvida, provavelmente devido a fraca ligacdo entre
enzima e suporte, apds a obtencao do biocatalisador.

Quando comparado com outro estudo (DE SOUSA, 2015), com At; de 46%, nota-
se que o presente estudo apresentou resultado superior para este parametro de imobilizagdo

para o derivado MANAE-LAI, 65,6%.
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4.2 Determinacdo dos parametros cinéticos das enzimas imobilizadas em suporte

Agarose-DEAE e Agarose-MANAE

A cinética enzimatica revela parametros importantes do catalisador, ou seja, qual
concentragdo de substrato a qual o biocatalisador atingira a sua velocidade maxima, através da
constante de Michaelis-Menten (K,,) e velocidade maxima de reagdo (Vmax). Essa informagao
Esta informac¢ao tem grande importancia quando se trata de estudos de co-imobilizagdo, onde
pelo menos dois biocatalisadores sdo confinados e necessitam atuar de modo simbiotico e
simultaneo. Enquanto a enzima -galactosidase hidrolisa D-lactose em D-galactose, a enzima
L-arabinose isomerase consumira esta D-galactose produzida, resultando em D-tagatose como
produto final, evitando, por exememplo, o acimulo de D-galactose no meio reacional, o qual
pode promover inibigdo pelo produto (GROSOVA; ROSENBERG; REBROS, 2008) para a
primeira enzima. Ensaios de co-imobiliza¢do serdo vistos posteriormente nesta tese.

A Figura 11 e Tabela 2 apresentam os resultados para andlise cinética para os

biocatalisadores em estudo.

Tabela 2 — Parametros cinéticos dos biocatalisadores DEAE-LAC e DEAE-LAI em D-lactose,
MANAE-LAC e MANAE-LAI em D-galactose, em tampao 25 mM de fosfato de potassio pH
7, adicionado de 0,1 mM de MnCl,, sob 50 °C. Constante de Michaelis-Menten (K,,),

Velocidade méaxima de reagao (Vmax)

Biocatalisador Ky (mMM) Vi (MM.min™)  R® Referéncia
LAC soluvel 45,1 3,12 - (BEZERRA, 2012)
DEAE-LAC 88,6 0,118 0,99 Este estudo
MANAE-LAC 2437 1,26 0,95 Este estudo
LAI solavel 252,0 0,092 - (DE SOUSA et al., 2017)
DEAE-LAI 861,3 0,089 0,99 Este estudo
MANAE-LAI 391,4 0,04 0,99 Este estudo

Fonte: elaborada pelo autor.

Na Tabela 2, observou-se que o comportamento para os derivados da enzima LAC

diferiram dos derivados da enzima LAI Enquanto a Vy,,x do DEAE-LAC (0,118 mM.min'l) é
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menor do que 0o MANAE-LAC (1,26 mM.min™"), o DEAE-LAI (0,089 mM.min™) apresenta
maior Ve do que o MANAE-LAI (0.04 mM.min'). Este comportamento revela que o
mesmo suporte ndo necessariamente promove sempre resultados melhores para diferentes
enzimas, provavelmente devido a varios fatores, como por exemplo, mudanca conformacional

da enzima causada pelo suporte e limitagdes difusionais do substrato. (LIU et al., 2012).

Figura 11 — Influéncia da concentragdo de substrato na velocidade da reagcdo enzimatica. Os
simbolos representam pontos experimentais e as linhas o ajuste de um modelo sigmoidal (A,
C e D) e hiperbolico (B), usando o software Origin 8.1. DEAE-LAC (A) e MANAE-LAC (B)
incubados em D-lactose, DEAE-LAI (C) e MANAE-LAI (D) incubados em D-galactose, em
tampao 25 mM de fosfato de potassio pH 7, adicionado de 0,1 mM de MnCl,, sob 50 °C
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Fonte: elaborada pelo autor.
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O Vi para MANAE-LAI (0,04 mM.min'l) mostrou avangos, uma vez que foi
superior ao valor obtido em outro estudo (DE SOUSA, 2015), 0,013 mM.min, apesar do
valor de K, para MANAE-LAI (391,4 mM) ser maior quando comparado a literatura (DE
SOUSA, 2015), 28 mM.

De acordo com os resultados, nota-se que a Vi,x do MANAE-LAC ¢ em torno de
32 vezes maior que o obtido para 0 MANAE-LAI. Assim, espera-se que a hidrolise de D-
lactose em D-galactose seja mais rapida que a isomerizagdo de D-galactose em D-tagatose.
Diante destes resultados, havera um acimulo de D-galactose no meio reacional, situacao na
qual requer atencdo com relacdo a possiveis efeitos de inibicdo pelo produto, para LAC,
fazendo-se necessaria a realizacdo de futuros ensaios com maior carga enzimatica de LAI,
para que este acamulo de D-galactose seja revertido através do seu consumo, produzindo D-
tagatose.

Os valores de Vy.x s@o proximos entre as enzimas imobilizadas em suporte
DEAE, o que poderia favorecer em processos continuos. Possivelmente a hidrdlise de D-
lactose em D-galactose sera lenta da mesma forma que sera a reacdo de isomerizagao de D-
galactose em D-tagatose. Diante destes resultados e visando futuros experimentos com as
enzimas co-imobilizadas, percebe-se a necessidade de aperfeicoar o protocolo de imobilizacao
para possibilitar a obten¢do de biocatalisadores com maior velocidade reacional. Assim, ¢
necessaria uma producgdo inicial de D-galactose para assim ser consumida e produzir D-
tagatose, caso contrario, o biocatalisador LAI ficard possivelmente ocioso por nao haver
substrato (D-galactose) suficiente.

A constante de Michaelis Menten, K,,, fornece informagdes acerca da afinidade
do biocatalisador com o substrato em estudo, indicando o nivel de facilidade da difusdo do
substrato (D-lactose ou D-galactose) para o interior do suporte . Desta forma, foi possivel
verificar que o DEAE-LAC (88,6 mM) apresentou afinidade ao substrato D-lactose superior
ao MANAE-LAC (243,7 mM), ao contrario da enzima LAI, a qual teve maior afinidade ao
substrato D-galactose quando imobilizado em MANAE, com 391,4 mM (MANAE-LAI),
quando comparado ao suporte DEAE, com 881,3 mM (DEAE-LAI).
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4.3 Hidrolise de D-lactose com a enzima p-galactosidase e isomerizacio de D-galactose
com a enzima L-arabinose isomerase imobilizadas em suporte Agarose-DEAE e

Agarose-MANAE

A taxa de bioconversdo a partir de dois substratos sintéticos, D-lactose e D-
galactose, para D-galactose e D-Tagatose, respectivamente, com o uso de biocatalisadores

pode ser vista na Figura 12.

Figura 12 — Bioconversdo de D-lactose (m) em D-galactose (@) através do uso de DEAE-LAC
(A) e MANAE-LAC (B); Bioconversao de D-galactose (®) em D-tagatose (A ) através do uso
de DEAE-LAI (C) e MANAE-LAI (D)
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Fonte: elaborada pelo autor.
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A partir de uma concentragdo inicial de 146 mM de D-lactose, 111,8 mM de D-
galactose foram produzidos ao final de 24 horas por meio do emprego do biocatalisador
DEAE-LAC (76,6 % de bioconversdo). A partir desta mesma concentracdo de substrato, em
um outro reator, o biocatalisador MANAE-LAC promoveu 98,7 % (produgdo de 144 mM de
D-galactose) de bioconversdo, apos 24 h. Ambos derivados da enzima LAC mostraram alta
conversdo ao final de 5 horas de reagdao, DEAE-LAC com 74.6 % (producao de 108,9 mM de
D-galactose) e MANAE-LAC 96.8 % (produgdo de 141,3 mM de D-galactose), com valores
préximos aos obtidos em um periodo de tempo de ensaio de 24 h.

Pesquisas (OSMAN et al., 2014) acerca da imobilizagdo de B-galactosidase em
suporte DEAE-Celulose mostram resultados similares aos do DEAE-LAC, com conversao
entre 85-88 % de D-lactose apds 12 e 8 h de reagdo sob 45 e 55 °C, respectivamente.

Apesar dos derivados da enzima LAC apresentarem elevadas conversdes (76,6 e
98,7 %), o derivado MANAE-LAC apresentou maior destaque devido converter rapidamente
a totalidade do substrato disponivel, o qual se encaixa no perfil industrial desejado, onde se
busca um processo cada vez mais rapido, gerando maior lucratividade e menor custo. Assim,
este estudo revela uma co-imobilizagdo promissora das enzimas [-galactosidase e L-arabinose
isomerase.

Ainda de acordo com a Figura 12, os biocatalisadores DEAE-LAI e MANAE-LAI
apresentaram conversao de 3,8 e 6,6 % do substrato sintético D-galactose em produto (1,9 e
3.3 mM de D-Tagatose), respectivamente, ao final de 24 h. Entende-se que a conversdo de D-
galactose em D-tagatose atingiu valores baixos, quando comparado a conversdo de D-lactose
em D-galactose. Este resultado era esperado devido a baixa velocidade méxima dos derivados
da enzima LAI, como visto anteriormente. Além disso, os biocatalisadores podem,
possivelmente, ter reduzido a capacidade de isomerizacao devido a exposi¢ao dos derivados
ao longo do periodo de 24 horas aliado a temperatura de reagdo (50 °C). A baixa taxa de
conversao da isomerizagdo de D-galactose em D-tagatose foi reportada (DE SOUSA, 2015)
como um importante ponto a ser superado nesta rota enzimatica.

Assim, mais estudos sdo necessarios para otimizar a bioconversao de D-galactose

em D-tagatose, os quais ja estdo em andamento por parte de outros pesquisadores do grupo de



63

Capitulo 4: Resultados e Discussdo BEZERRA, C.S.

pesquisa GPBio. Com isso, poderemos atingir bons rendimentos de bioconversao e aplicar em

estudos de co-imobilizagao.

4.4 Estudo da interacio das enzimas imobilizadas em suporte Agarose-DEAE e Agarose-

MANAE

Para avaliar e confirmar o tipo de ligacdo entre enzima e suporte (adsor¢do),
realizou-se analise de eletroforese em SDS-PAGE com os derivados obtidos neste estudo,
DEAE-LAC, DEAE-LAI, MANAE-LAC ¢ MANAE-LAI como pode ser visto através da
Figura 13.

Figura 13 — Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-
PAGE), a 12%, para verificar desprendimento de subunidades das proteinas que ndo foram
estabilizadas aos suportes DEAE e MANAE. M- Padrdo de baixo peso molecular, 1-
Derivado DEAE-LAC, 2- Derivado DEAE-LAL 3 - MANAE-LAC, 4 - MANAE-LAI
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Fonte: elaborada pelo autor.

De fato, os derivados em estudo apresentaram dessor¢ao com desprendimento de

subunidades de proteinas, dado a presenca de bandas em todas as amostras (1, 2, 3 e 4). Tal
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comportamento comprova que o tipo de ligagdo entre enzima e suporte, por adsor¢cdo, nao
promove estabilidade ao derivado desenvolvido.

Ao compararmos o tipo de suporte utilizado, podemos verificar que o suporte
DEAE promove ligacdes com a enzima menos estaveis do que o suporte MANAE, como
podemos ver através do maior numero de bandas visiveis, pogos niimero 1 e 2. Este resultado
vai de frente ao obtidos com relagdo aos parametros de imobilizagdo descritos na Tabela 1.

De acordo com estudo (DE SOUSA, 2015), quando se trata de enzimas
multiméricas, como ¢ o caso das enzimas [-galactosidase e L-arabinose isomerase estudadas
nesta tese, suas subunidades tendem a ndo serem completamente estabilizadas ao suporte.
Este comportamento ¢ ainda mais esperado quando se realiza imobilizagdo por adsorgdo.
Desta forma, torna-se natural a presenca de bandas nesta analise, as quais sdo correspondentes

as subunidades das enzimas em estudo.

4.5 Imobilizacio das enzimas no suporte glioxil-agarose 6 BCL

Suportes glioxil-agarose tém demonstrado bons resultados com relacao a
estabilizacao de enzimas empregando ligacao covalente multipontual, gerando baixo impacto
na atividade da enzima imobilizada (MATEO et al., 2006).

Partindo desta perspectiva, escolheu-se como estratégia para este estudo a
imobilizacdo das enzimas [-galactosidase e L-arabinose isomerase em suportes a base de
agarose 6 BCL ativados com glioxil (75 e 200 pmol.mL™" de grupos aldeido), como pode ser
visto na Tabela 3. Avaliou-se os parametros de imobiliza¢do em dois tempos de incubacao
distintos, 3 e 5 h, para cada suporte e enzima.

A partir dos resultados para rendimento de imobilizagdo, verificado pela
determinagdo de concentragdo de proteinas, constata-se que em todas as condic¢des, valores
iguais ou bem préximos de 100 % foram alcancados. Isto revela que o tempo de imobilizagao
estabelecido, 3 ou 5h, com relagdo ao pardmetro rendimento de imobilizagdo, ndo gera
significativa influéncia nos resultados deste estudo, sugerindo ainda que as ligagdes entre as
moléculas das enzimas e o suporte ativado sdo construidas rapidamente. Além disto, este alto
rendimento pode ter ocorrido possivelmente devido a elevada quantidade de grupos aldeidos

presente no suporte, viabilizando a ligagdo covalente multipontual. Resultados semelhantes
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podem ser verificados para a enzima [-galactosidase de E. coli (PESSELA et al., 2007) e
Kluyveromyces lactis (BERNAL et al., 2013; MATEO et al., 2005).

Tabela 3 — Pardmetros de imobilizagdo das enzimas B-galactosidase e L-arabinose isomerase
em suportes GLI-6BCL com 75 e 200 pmol.mL" de grupos aldeido, com 3 ¢ 5 h de
incubagdo. Carga oferecida de 40 e 20 mg de proteina.g’ suporte, LAC e LAI,
respectivamente, em tampao 100 mM bicarbonato de potéassio suplementado com 0,1 M de
KCl e 0,1 mM de MgCl,, pH 10,0. Rendimento de imobilizagdo (RI, %) e atividade do
derivado (Aty, U.g"' de suporte)

Biocatalisador RI (%) Aty (U.g" de suporte)
GLI-6BCL-LACys53  100£0,0 16,3+0,3
GLI-6BCL-LACys55  100+0,0 15,2+0,1
GLI-6BCL-LACyp03 100+ 0,0 18,1 +0,2
GLI-6BCL-LACyps 100 £ 0,0 19,1 £0,5

GLI-6BCL-LAI;s/3 99 +0,0 0,34 +0,0
GLI-6BCL-LAI;s/s 100+ 0,0 0,31 +0,0
GLI-6BCL-LAI/3 98 +0,0 0,57 +0,1
GLI-6BCL-LAIs 99+ 0,0 0,57 +0,1

Fonte: elaborada pelo autor.

O suporte Glioxil-agarose com 75 pumoles de grupos aldeidos/mL de gel também
foi utilizado para imobilizacdo da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis (VIEIRA
et al., 2013), porém nao alcangou éxito, apresentando RI nulo. Os autores reportaram que a
exposicado da enzima ao pH 10, adequado para o tipo de imobilizagdo, prejudicou a
estabilidade da enzima. Este efeito pdde ser evitado no presente estudo, através do uso de KCl
como uma forma de blindar a enzima contra o efeito desnaturante do pH alcalino,
possibilitando rendimentos de imobilizacdo de 100 % para a enzima LAC (Tabela 3).

Por outro lado, o aumento do tempo de imobilizacdo, bem como aumento do
nimero de grupamento glioxil presente no suporte, possibilitou um incremento na atividade

dos derivados. Com exce¢ao do biocatalisador GLI-6BCL-LAC75;5 ¢ GLI-6BCL-LAI7s/5, um
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maior tempo de incubagdo (5 h) possivelmente permitiu ligagdes mais fortes e estaveis,
diminuindo a perda de subunidades das enzimas ligadas superficialmente aos suportes. Mas,
de forma geral, os derivados das enzimas LAC e LAI apresentaram At, proximas entre si,
para uma mesma concentragdo de grupos aldeidos (75 ou 200 pmol.mL™).

O aumento do nimero de grupos glioxil nos suportes também gera influéncia nos
resultados obtidos. Por exemplo, a At,; do biocatalisador GLI-6BCL-LAI,s (0,57 U.g'1 de
suporte) quase atingiu o dobro da determinada para GLI-6BCL-LALss (0,31 U.g” de
suporte), incremento (em menor propor¢do) também visualizado quando comparado para os
derivados GLI-6BCL-LAC;ss (15,20 U.g” de suporte) ¢ GLI-6BCL-LACaq05 (19,06 U.g” de
suporte). Este aumento ¢ gerado pela maior quantidade de periodato de sédio aplicada no
suporte, o qual promove oxidagdo e formag¢dao de mais grupos glioxil a serem ligados com
residuos de lisina das enzimas. Assim, quanto mais sub-unidades ligadas ao suporte, maior
espera-se que seja a atividade do derivado. Estudos anteriores (De Sousa, 2015) revelam que a
multipontualidade apresenta mais eficacia quando o meio reacional estd em pH 10,0 pelo fato
de um maior niumero de grupos amino de lisinas estarem desprotonados e aptos para reagir
com os aldeidos do suporte (Bernal ef al., 2013; De Sousa, 2015).

Ao passo que toda a carga proteica ndo estava mais presente na solugdo
sobrenadante de imobilizagdo, esperava-se uma elevada carga enzimatica no suporte, seguida
de valores superiores aos alcangados para atividade do derivado.

A reducao das ligacdes do derivado ao final da imobilizagdo, pelo uso de boro-
hidreto de sodio (NaBH,4), € uma etapa importante para que as ligacdes entre enzima e suporte
tornem-se estaveis, uma vez que as bases de Schiff fracas sdo convertidas em ligacdes aminas
secundarias muito estaveis e todo o aldeido remanescente no suporte solido em grupos
hidroxilas inertes (BLANCO et al., 1989; MATEO et al., 2006; RODRIGUES et al., 2008).
Por outro lado, este processo promoveu redugao da atividade do derivado, como percebido no
presente estudo (dados ndo expostos). Algumas enzimas podem reduzir sua atividade
catalitica por conta da redugdo de ligagdes dissulfeto apos os derivados serem submetidos a
oxidagdo com boro-hidreto de sodio, gerando alteragdes conformacionais na estrutura da

enzima (BLANCO et al., 1989; BLANCO; GUISAN, 1989; RODRIGUES et al., 2008).
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4.6 Determinacio da taxa de bioconversao a partir de D-lactose e D-galactose

A taxa de bioconversdo dos oito derivados desenvolvidos neste estudo esta
disposta nas Figuras 14 e 15 para os derivados GLI-6BCL-LAC e GLI-6BCL-LAI,
respectivamente. Os ensaios foram realizados a partir de D-lactose para os derivados da

enzima [-galactosidase e a partir de D-galactose para os derivados da enzima L-arabinose

isomerase.

Figura 14 — Sintese enzimatica de D-galactose através dos derivados GLI-6BCL-LAC com
(A) 75 pmol.mL™" e (B) 200 pmol.mL™". Tempo de imobilizagdo: (m) 3 ¢ (o) 5 h. Substrato D-
lactose 146 mM (5 %, m/v) em tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 7, suplementado com
0,1 mM de MnCl,, sob 50°C e agitacao constante
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Fonte: elaborada pelo autor.
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Assim como percebido nos parametros de imobilizagdo, o rendimento de

bioconversao de D-lactose em D-galactose entre os diferentes biocatalisadores da enzima
LAC (Figura 14) mantiveram valores semelhantes entre si e proximos de 100 %. Destaca-se
ainda que os maiores valores sdo referentes aos derivados GLI-6BCL-LAC;y03 ¢ GLI-6BCL-
LAC00s5,

com rendimentos de bioconversdo de aproximadamente 96 e 93 %,

respectivamente.
Em torno de 10 a 12 h de reagdo de bioconversdo, valores proximos a0 maximo

(24 h) foram alcangados, revelando que o incremento da produ¢do de D-galactose foi pequeno
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dentro deste tempo, de 1 a 2% e 4 a 10%, para os derivados com 75 e 200 umol.mL"' de
grupos aldeidos, respectivamente. Ou seja, a partir deste ponto a reacdo abrandou até atingir o
tempo final de 24 h, sugerindo ter entrado em equilibrio.

Estudos que realizaram bioconversao de D-lactose em D-galactose com p-
galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizadas em diferentes suportes atingiram 37 %
(quitosana), 41 % (nanofibras de poliestireno), 80 % (quitosana), (BEZERRA, 2012; LIMA et
al., 2013; MISSON et al., 2016).

Figura 15 — Sintese enzimatica de D-tagatose através dos derivados GLI-6BCL-LAI com (A)
75 umol.mL™ e (B) 200 pmol.mL™". Tempo de imobiliza¢io: (m) 3 e (o) 5 h. Substrato D-
galactose 50 mM em tampao fosfato de potassio 25 mM, pH 7, suplementado com 0,1 mM de

MnCl,, sob 50°C e agitagao constante
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Fonte: elaborada pelo autor.

De forma distinta do comportamento apresentado pelos derivados da enzima
LAC, os derivados da enzima LAI, Figura 15, atingiram baixos percentuais para bioconversao
de D-galactose em D-tagatose, em 24 horas de reagdo de isomerizacdo. Pode-se observar
ainda que imobilizagdes em suportes com 75 pmol.mL™ (5,8 e 2,3%) de grupos aldeidos
geraram conversdes maiores quando comparado aos suportes de 200 pmol.mL™" (4,0 e 1,9%),
para os tempos de imobiliza¢do de 3 e 5 h, respectivamente.

Contudo, percebe-se que o comportamento para sintese de D-tagatose ¢ crescente,

ou seja, ndo apresenta comportamento de equilibrio, desta forma, maiores percentuais podem
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ser alcancados com o aumento do tempo de reagdo.

Estudos (LIANG et al., 2012) acerca da taxa de sintese de D-tagatose a partir de
500 mM de D-galactose por meio da incubacdo de L-arabinose isomerase termofilica
imobilizada em alginato de calcio, alcangaram 39,5% de conversdo ao final de 24h.
Rendimentos de conversdo maiores para esta enzima termofilica sdo esperados quando
comparados a enzimas mesofilas (RHIMI et al., 2010), como a utilizada no presente estudo
(L-arabinose isomerase expressa em E. coli DH10B), dado a maior resisténcia como resposta

ao aumento da temperatura de reagcdo, em um longo periodo.

4.7 Estabilidade térmica

O estudo de estabilidade térmica define parametros importantes com relagdo a
termoestabilidade do biocatalisador perante diferentes temperaturas de incubagao, sendo uma
informag@o importante para aplicacdo de enzimas, livres e imobilizadas, a nivel industrial
(MANZO et al., 2015). Além disso, o processo de imobilizacdo geralmente melhora a
estabilidade térmica da enzima e sua reutilizagao eficiente, que também depende da estratégia
de imobilizacao selecionada.

As estabilidades térmicas dos biocatalisadores desenvolvidos foram realizadas sob
50 e 60°C, por até 12h, em tampao 25 mM de fosfato de potassio pH 7, adicionado de 0,1 mM
de MnCl,, para determinagdo da contaste de desativacao térmica e tempo de meia-vida (t;5),
como apresentado na Tabela 4.

Inicialmente, ensaios com todos os derivados foram realizados sob 60 °C, porém,
os unicos derivados que ndo apresentaram queda brusca em sua atividade, permitindo a
avaliacdo dos parametros Ky e t, foram GLI-6BCL-LAly 3 € GLI-6BCL-LAIy05. Os

demais derivados foram avaliados perante sua estabilidade térmica sob 50 °C.

Tabela 4 — Estabilidade térmica das enzimas [-galactosidase e L-arabinose isomerase
imobilizadas em suportes GLI-6BCL com 75 ¢ 200 pmol.mL™" de grupos aldeido, com 3 ¢ 5 h
de incubac¢do. Incubagdo sob 50 e 60 °C em tampdo 25 mM de fosfato de potéssio pH 7,

adicionado de 0,1 mM de MnCl,. Constante de desativagdo (Kg, min™") e tempo de meia-vida
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(t12, min)
Biocatalisador Kg(min)  t;, (min) R°

GLI-6BCL-LAC553, 50°C 0,036 73,99 0,85
GLI-6BCL-LAC555, 50°C 0,006 472,59 0,86
GLI-6BCL-LACj3, 50°C 0,497 1,42 0,99
GLI-6BCL-LAC;s5, 50°C 0,035 100,20 0,88
GLI-6BCL-LAIy553, 50°C 0,024 50,89 0,91
GLI-6BCL-LAIy55, 50°C 0,022 57,65 0,91
GLI-6BCL-LAIg3, 50°C 0,004 425,41 0,96
GLI-6BCL-LAIg3, 60°C 0,155 5,93 0,99
GLI-6BCL-LAIg5, 50°C 0,004 935,36 0,91
GLI-6BCL-LAIg5, 60°C 0,080 13,94 0,92

Fonte: elaborada pelo autor.

Com relacao aos derivados da enzima LAC, pode-se perceber que a estabilidade
térmica sofre um incremento quando se compara derivados com a mesma quantidade de
grupos aldeidos (75 ou 200 umol.mL’l) e diferentes tempos de imobilizagdo (3 e 5 h). Isso
revela que a estabilidade térmica perante o maior tempo de imobilizagdo utilizado permite
uma maior estabilidade térmica ao derivado. Esse perfil também pode ser observado para a
enzima LAI De acordo com estudos (MANZO et al., 2015) a imobilizagdo por liga¢ao
covalente multipontual pode promover melhores resultados com relagdo ao aumento da
atividade enzimatica e estabilidade térmica para enzimas multiméricas, principalmente
quando aliado ao tempo de imobiliza¢ao adequado.

Contudo, ao compararmos a variacdo do numero de grupos aldeidos de 75 para
200 pmol.mL™, para os suportes de imobilizagio da enzima LAC, com o mesmo tempo de
imobilizacdo, visualizamos o decréscimo do t;,. Este comportamento pode ter ocorrido
possivelmente devido a ndo adequada estabilizacao do complexo enzima-suporte, mesmo com

maior namero de grupos aldeidos dispostos pelo suporte (200 pmol.mL™"), comprometendo a
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estabilidade das subunidades desta enzima multimérica (dissociacdo das subunidades),
quando exposta a esta temperatura (50 °C).

No entanto, os derivados GLI-6BCL-LAC7s;5 ¢ GLI-6BCL-LAC;00/5 apresentaram
tempos de meia vida superiores, 472,59 e 100,20 min, respectivamente, ao relatado em outro
estudo (LIMA et al., 2013), 86,6 min.

Oposto ao ocorrido com a enzima LAC, os derivados da enzima LAI
apresentaram aumento das suas estabilidades térmicas tanto frente ao aumento do tempo de
imobilizacdo, de 3 para 5 horas, bem como frente ao aumento do nimero de grupamentos
aldeido de 75 para 200 umol.mL™ presente no suporte glioxil-agarose. Desta forma, o
derivado GLI-6BCL-LAI,ys alcangou os tjn 935,36 € 13,94 min, sob as temperaturas de
incubacao de 50 ¢ 60 °C.

A imobilizagdo utilizando grupos glioxil ocorre através de areas da proteina que
tém maior niumero de residuos ativos, lisinas, promovendo grande interacdo multipontual
entre enzima e suporte sob valores de pH alcalinos (10,0) comunicando estabilidade ao
derivado. Assim, um reduzido nimero de lisinas sugere menor estabilizagdo (RODRIGUES et
al., 2008). A enzima [-galactosidase de Kluyveromyces lactis possui 83 residuos de lisina

(BERNAL et al., 2013).

4.8 Estabilidade ao pH

Para se atingir o maximo de interacdo entre a enzima e suporte, através da
imobilizagdo covalente multipontual, € necessario ater ao controle rigoroso das condi¢des de
imobilizagdo implementadas, como por exemplo, utilizagdo de tampdes com valor de pH
alcalino e longos tempos de imobilizagdo, além da concentracdo de grupamentos aldeidos
presentes no suporte, favorecendo assim a reatividade da enzima (BLANCO et al., 1989;
MATEO et al., 2006). Autores (MATEO et al., 2005) estudaram a variagdo do tempo de
imobilizagdo para enzima [-galactosidase de K. lactis onde 100% da carga oferecida foi
imobilizada em 5h de incubagao.

Apos as primeiras ligagdes entre suporte e proteinas, a enzima perde flexibilidade,
dificultando a realizagdo de novas ligagdes e demandando tempo de imobilizagdo mais longos

para que ocorra o correto alinhamento entre enzima e suporte (MATEO et al., 2006).
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Contudo, suportes glioxil-agarose sdo estaveis, os quais permitem longos tempos de
imobilizagdo e grande quantidade de proteina para realizagdo de ligacdes multipontuais
(GONCALVES, 2001).

Além disto, enzimas multiméricas requerem suportes compativeis com seu
tamanho molecular, uma vez que a imobilizagdo deste grupo de enzimas ¢ muito mais
complexa quando comparado a enzimas dimericas por motivos geométricos (FERNANDEZ-
LAFUENTE et al., 1999). No caso do presente estudo, suportes com maior quantidade de
grupos aldeidos sao mais adequados tratando-se de enzima tetramérica e hexamérica, como a
B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (PEREIRA-RODRIGUEZ et al., 2012) e L-arabinose
isomerase de Enterococcus faecium expressa em E. coli DH10B (DE SOUSA et al., 2017).

Desta forma, determinou-se a escolha dos derivados GLI-6BCL-LAC,¢;5 € GLI-
6BCL-LAIyys, juntamente com os resultados alcangados nos ensaios anteriores, para
prosseguir com as demais analises, a comegar pelo estudo de estabilidade ao pH.

O ensaio da estabilidade ao pH (Figura 16 e Tabela 5) foi realizado com os
derivados das enzimas LAC e LAI imobilizadas por 5h no suporte GLI-6BCL com 200
umol.mL™ de grupos aldeido, incubados em pH de 5,5 a 9,0, por 24 horas, sob temperatura
ambiente, a fim de avaliar o comportamento da atividade catalitica dos biocatalisadores frente
ao pH. Esta andlise se fundamenta diante da visdo industrial para aplicacdo dos
biocatalisadores, uma vez que podem ser exposto a diversas condi¢des de pH.

De acordo com a Figura 16 podemos observar que com o aumento do valor de pH
do meio, o derivado GLI-6BCL-LAC,s alcangou maior estabilidade frente a variagao do
pH, em especifico para pH alcalinos (9,0 e 10,0). Ao longo de 24 h, em pH 9,0, o derivado
manteve 100% de sua atividade catalitica, ou seja, diante desta condi¢do o derivado se portou
de forma inerte, sem prejudicar sua estabilidade. Menor atividade residual foi vista (Tabela 5)
pelo derivado incubado sob pH 5.5, apresentando 64,4 % de atividade residual ao final de 24
h.
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Figura 16 — Estabilidade ao pH dos biocatalisadores (m) GLI-6BCL-LAC;¢ys ¢ (©) GLI-
6BCL-LAI,s, incubados em pH 5,5 a 10,0, por 24 horas, sob temperatura ambiente (25 °C)
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Fonte: elaborada pelo autor.

Com relagdo ao derivado GLI-6BCL-LAIyy;s, a maioria dos pH de incubacio
promoveram em torno de 70 % de atividade residual, com excecdao do pH 10,0. Desta forma,
o comportamento de estabilidade ao pH para este derivado aparenta decair com o aumento do
valor de pH de incubagao.

Desta forma, a incubag¢do sob pH 9,0, de forma geral, apresenta-se como condig¢ao
mais adequada para ambos os derivados para manutengdo da estabilidade frente ao pH dos

derivados em estudo.
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Tabela 5 — Estabilidade ao pH dos biocatalisadores GLI-6BCL-LAC,pys ¢ GLI-6BCL-
LAToss, incubados em pH 5,5 a 10,0, por 24 horas, sob temperatura ambiente (25 °C)

Biocatalisador pH Atividade residual (%)
5,5 64,4
7,0 66,6
GLI-6BCL-LACy0/s
9,0 100
10,0 94,1
5,5 72,1
7,0 73,7
GLI-6BCL-LAIqs
9,0 71,0
10,0 56,9

Fonte: elaborada pelo autor.

4.9 Determinacdo dos parametros cinéticos das enzimas imobilizadas em suporte
Glioxil-Agarose

A fim de se determinar a velocidade maxima (Vi) € Constante de Michaelis-
Menten (K,,), realizou-se ensaios de cinética enzimatica com os substratos D-lactose (146
mM) e D-galactose (50 mM) com os derivados GLI-6BCL-LAC;g05s € GLI-6BCL-LAIqs,
respectivamente, sob 50 °C. Estes dados podem ser conferidos através da Figura 17 e Tabela
6.

Apesar de se tratarem de enzimas distintas, [(-galactosidase e L-arabinose
isomerase, ambos derivados apresentaram bom ajuste do mesmo modelo cinético
(hiperbolico) aos dados experimentais, haja vista os valores de R* 0,99 ¢ 0,98 (Tabela 6), para
os biocatalisadores GLI-6BCL-LAC;yy5s € GLI-6BCL-LAI,s, respectivamente.

A velocidade maxima para enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis em
sua forma solivel foi determinada como 3,12 mM.min™', sob temperatura de reacio de 37 °C
(BEZERRA, 2012). Desta forma, sob temperatura superior, 50 °C, a estratégia de

imobilizagdo no presente estudo promoveu incremento no valor de Vmax através do
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biocatalisador desenvolvido (GLI-6BCL-LAC;05), 5,94 mM.min™".

Figura 17 — Influéncia da concentragdo de substrato na velocidade da reagcdo enzimatica. Os
simbolos representam pontos experimentais e as linhas o ajuste de um modelo hiperbolico
usando o software Origin 8.1. (A) GLI-6BCL-LAC;s ¢ (B) GLI-6BCL-LAIyy;s incubados
em D-lactose e D-galactose, respectivamente, em tampao 25 mM de fosfato de potassio pH 7,

adicionado de 0,1 mM de MnCl,, sob 50 °C. Constante de Michaelis-Menten (K;,, mM).
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Fonte: elaborada pelo autor.

O biocatalisador da enzima LAC apresenta valor de Vs« superior (5,94 mM.min’
" a0 determinado para o biocatalisador da enzima LAI (0,013 mM.min™), sugerindo que em
reagdes continuas, na presenga de ambos biocatalisadores ou co-imobilizados, para producgao
direta de D-tagatose a partir de D-lactose, uma rapida formagao de D-galactose seja alcangada
para que esteja disponivel como substrato para producao de D-tagatose. Esta hipdtese também
pode ser respaldada pelos resultados obtidos nos ensaios de bioconversao apresentados
anteriormente.

Valores semelhantes para Vs, 0,011 mM.min'l, foram alcancados por meio da
imobilizacao da L-arabinose isomerase de Enterococcus faecium expressa em E. coli DH10B
em suporte IDA-Ni-glioxil (De Sousa, 2015).

Valores baixos para Vs podem ser justificados perante a hipdtese de que alguns

dos centros ativos da enzima tenham sido bloqueados apds a imobilizac¢do, reduzindo a taxa
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de reagdao (ZHOU; CHEN, 2001b).

Tabela 6 — Parametros cinéticos dos biocatalisadores GLI-6BCL-LAC,¢ys5 € GLI-6BCL-
LAlLgys, em D-lactose e D-galactose, respectivamente, em tampao 25 mM de fosfato de
potassio pH 7, adicionado de 0,1 mM de MnCl,, sob 50 °C. Constante de Michaelis-Menten

(Km), Velocidade maxima de reacao (Vimay)

Biocatalisador Kin(mM)  Vix (mM.min'l) R® Referéncia
LAC soluvel 45,10 3,12 - (BEZERRA, 2012)
GLI-6BCL-LACy0/s 362,90 5,94 0,99 Este estudo
LAI solavel 252,00 0,092 - (DE SOUSA et al., 2017)
GLI-6BCL-LATyqys 568,07 0,013 0,98 Este estudo

Fonte: elaborada pelo autor.

Valores elevados para K;,, quando comparado as enzimas livres, sdo verificados
para os biocatalisadores GLI-6BCL-LAC;g05 (362,90 mM) e GLI-6BCL-LALygys (568,07
mM). Este parametro revela a afinidade entre o substrato e o biocatalisador. Em ambos os
ensaios, os substratos utilizados possuem alto peso molecular, D-lactose (342,30 g.mol™") e D-
galactose (180,16 g.mol™) sugerindo que possiveis impedimentos difusionais podem ter
ocorrido devido ao complexo acesso da molécula de substrato ao centro ativo da enzima
multimérica imobilizada no suporte. Além disso, ao passo que longos periodos de incubacao
enzima-suporte podem gerar biocatalisadores mais estaveis, efeitos de distor¢ao da estrutura
da proteina podem ocorrer, modificando o acesso ao centro ativo da enzima.

Alguns autores também obtiveram maiores valores de K, apds imobiliza¢do de
enzimas, como [-galactosidase de Kluyveromyces lactis (RAFAEL, 2014), L-arabinose
isomerase de Enteroccus faecium (DE SOUSA, 2015), proteinase neutra (TANG; QIAN; SHI,
2006)

Contudo, autores (ZHOU; CHEN, 2001a) sugerem que valores de K;, menores
podem ser alcancados com o uso de maiores concentracdes de substrato, melhorando as
interagdes com o biocatalisador imobilizado, pois enzimas imobilizadas ndo permitem acesso

do substrato tao facilitado quanto as enzimas soluveis.
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4.10 Determinacio da taxa de bioconversao direta de D-lactose em D-tagatose com
biocatalisadores GLI-6BCL-LAC200/5 (¢ GLI-6BCL-LA1200/5

A produgdo direta de D-tagatose pelos derivados GLI-6BCL-LAC;¢ys ¢ GLI-
6BCL-LAIs foi inicialmente avaliada em trés estratégias distintas: 1) Adicao simultanea de
ambos biocatalisadores ao reator a partir do tempo 0 h de reagdo; 2) Adicao apenas de GLI-
6BCL-LAC,s até 2 horas de reacdo, em seguida adi¢do de GLI-6BCL-LAI, s ao reator; e
3) Adicao de GLI-6BCL-LAC;ys ao reator e remocao no tempo de reagdo de 2 h, em
seguida, adicdo de GLI-6BCL-LAI,gy;s. Todas esses ensaios foram realizados com substrato
150 mM de D-lactose em tampao 25 mM de fosfato de potassio pH 7, adicionado de 0,1 mM
de MnCl,, a 50 °C, em um periodo de 24 h, com valores de cargas distintas.

O objetivo foi avaliar de que forma influenciaria a presenca e carga dos
biocatalisadores para a producao de D-tagatose.

Inicialmente, adicinou-se aos reatores os biocatalisadores GLI-6BCL-LAC;g0/5 (30
U) e GLI-6BCL-LAIy5 (0,2 U), com cargas oferecidas de 40 e 20 mg de proteina. g'l,suporte,
respectivamente, em 20 mL de D-lactose.

Ambos os ensaios 1 e 2 resultaram em um consumo de 95 % do substrato D-
lactose com produ¢do de D-tagatose proxima, 2,3 e 2,4 mM, respectivamente, em torno de 1,6
% de bioconversdo. O ensaio 3 proporcionou consumo de 100 % de D-lactose ao também ao
final de 24 h de incubacgao, gerando um acumulo de 4,1 mM de D-tagatose (bioconversao de
2,8 %), cerca de 2 vezes superior as duas primeiras estratégias. Estes valores para D-tagatose
estdo proximos ao alcangado pelo biocatalisador GLI-6BCL-LAIys em 50 mM de D-
galactose, determinado anteriormente. Estes resultados sugerem viabilidade no processo de
sintese de D-tagatose a partir de D-lactose com o uso de dois biocatalisadores, gerando
estratégias futuras para o desenvolvimentos de biocatalisadores co-imobilizados, como podera
ser visto posteriormente.

Apesar do resultado superior do ensaio 3 (Actimulo de 4,1 mM de D-tagatose), o
ensaio 1 ¢ o mais representativo para o estudo posterior de co-imobiliza¢do, uma vez que
ambos derivados estdo incubados no substrato desde o inicio até o final do tempo de 24 h.

Desta forma, a estratégia 1 de sintese de D-tagatose foi repetida com

modificagdes. A enzima L-arabinose isomerase foi imobilizada novamente em suporte glioxil-
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agarose com 200 pmol.mL™" de grupos aldeido, por 5 horas, diferindo a carga oferecida, 60
mg de proteina.g” suporte. Assim, buscou-se carregar mais o suporte para que uma maior
atividade fosse obtida para realizagdo do ensaio. Com isto, obteve-se um derivado com menor
rendimento de imobilizacao, 69 %, bem como menor atividade do derivado, 0,42 U.g'l. Este
resultado possivelmente ocorreu devido a saturagdo do suporte, o qual ndo possibilitou a
imobilizagdo de maiores cargas da enzima.

Desta forma, a andlise de sintese de D-tagatose a partir de D-lactose ocorreu
utilizando a mesma carga oferecida do ensaio anterior para o derivado GLI-6BCL-LAC;s
(20 U), e uma maior carga oferecida para GLI-6BCL-LAI,s (0,36 U). A reacao foi incubada
em 40 mL de D-lactose, sob 50 °C, durante 72h.

O aumento do tempo de reagdo para 72 h, bem como o incremento na carga do
GLI-6BCL-LAIss (0,36 U) adicionada ao reator ndo gerou grande aumento da concentragao
final de D-tagatose (2,9 mM), apesar da concentragdo inicial de D-lactose (150 mM) ter sido

totalmente consumida (Hidrolise de 100 % de D-lactose).

4.11 Determinac¢io da taxa de bioconversao direta de D-lactose em D-tagatose com [-
galactosidase e L-arabinose isomerase co-imobilizadas

As enzimas [B-galactosidase e L-arabinose isomerase foram co-imobilizadas em
suporte glioxil-agarose com 200 pmol.mL™" de grupos aldeido. Inicialmente, a enzima LAC
foi incubada com carga oferecida de 20 mg de proteina.g” de suporte, por 3 horas. Ao final
deste tempo, o derivado foi lavado e suspenso em nova solucdo enzimatica de LAI contendo
40 mg de proteina.g”' de suporte, ¢ incubado por 3 horas novamente. Procedeu-se com a
redugdo dos grupos reativos remanescentes com o uso de boro hidreto de sodio.

As cargas oferecidas foram determinadas, visto os resultados de ensaios
anteriores, obtendo-se 97 ¢ 70 % de rendimento de imobilizagdo para as enzimas LAC e LAI,
respectivamente. Este resultado foi positivo pelo fato do suporte permitir a imobilizagdo de
duas enzimas multiméricas de alto peso molecular. Este fato se deve pela caracteristica
adequada do suporte, uma vez que a agarose 6BCL (6% de ligacdes cruzadas) dispde de poros
grandes e 94,5 % de porosidade (GONCALVES et al.,, 2008), o que auxilia no

enclausuramento de moléculas robustas. Estudos anteriores (BERNAL et al., 2013) relatam
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que suportes porosos podem causar problemas de difusdo do substrato, o qual pode alterar a
estabilidade e atividade catalitica dos derivados, sendo solucionado pela utilizacdo de baixa
carga oferecida.

Apesar de tempos mais longos de imobilizagao favorecerem a atividade catalitica
do derivado, nesta etapa escolheu-se reduzir o tempo de imobilizagdo de 5 para 3 h para cada
enzima, uma vez que de outra forma o processo ficaria muito longo (10 h), podendo assim
prejudicar a atividade enzimdtica do biocatalizador obtido, além de ndo tornar o processo
demasiadamente longo, o que ndo ¢ vantajoso para a aplicacdao industrial. Isto também foi
avaliado em outro estudo de co-imobilizacdo (FANCHINI TERRASAN et al., 2016), onde os
autores constataram que com o aumento do tempo de imobilizagdo proporciona maior
rendimento de imobilizagdo, mas promove decaimento da atividade enzimatica do
biocatalisador, causado possivelmente por distor¢des nas estruturas das enzimas devido ao
longo periodo de interagdo suporte-enzimas.

Através de um comparativo com relagdo ao rendimento de bioconversdo para as
enzimas imobilizadas durante 3 e 5 h, Tabela 7, espera-se que esta redugdo no tempo de
imobilizacdo ndo promova desvantagem para aplicagdo dos biocatalisadores co-imobilizados

na bioconversao de D-lactose em D-tagatose.

Tabela 7 — Analise comparativa dos derivados desenvolvidos a partir do suporte glioxil-
agarose com 200 pmol.mL" de grupos aldeido, em 3 e 5 horas de incubacio das enzimas -

galactosidase e L-arabinose isomerase

Biocatalisador Tempo de imobilizacdo (h) Bioconversao (%)

3 96,0
LAC

5 93,0

3 4,0
LAI

5 1,9

Fonte: elaborada pelo autor.

Desta forma, os biocatalisadores co-imobilizados foram incubados em 40 mL de

D-lactose 150 mM para sintese de D-tagatose, sob 50 °C, por 72 h.
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Apesar do consumo de D-lactose ter sido total (100 % de D-lactose hidrolisada), a
concentragdo de D-tagatose produzida (1,4 mM) foi em torno da metade obtida no ensaio com
derivados da enzima LAC e LAI imobilizados separadamente (2,9 mM). Devemos destacar
que neste ensaio dois biocatalisadores multiméricos foram imobilizados em um tnico suporte,
o que possivelmente pode ter dificultado na difusdo do produto intermediario (D-galactose) ao
centro ativo da enzima L-arabinose isomerase.

No intuito de avaliar a aplicagao deste biocatalisador de enzimas LAC e LAI co-
imobilizadas no tratamento de residuos industriais que contenham soro de queijo, sub-produto
da industria de laticinios, realizou-se ensaio de sintese de D-tagatose a partir de soro de queijo
(5%, m/v). Ao final de 12 h de incubagdo do co-imobilizado em soro de leite, a 50 °C,
verificou-se um resultado semelhante (96,5 % de D-lactose consumida e producdo de 1,4 mM
de D-tagatose) ao obtido no ensaio utilizando substrado D-lactose (100 % de D-lactose
consumida e produgdo de 1,4 mM de D-tagatose).

Assim, mais estudos podem ser realizados acerca da co-imobilizagdo de enzimas
para obtengdo direta de D-tagatose, vislumbrando a sua aplicacdo no tratamento e

aproveitamento de soro de queijo descartado em industrias de laticinios.

4.12 Estabilidade operacional

Os biocatalisadores desenvolvidos anteriormente e submetidos aos ensaios de
bioconversao por 72 h, GLI-6BCL-LAC;pys (20 U)/GLI-6BCL-LALyys (0,36 U) e o co-
imobilizado, foram submetidos ao ensaio de estabilidade operacional para verificar a
atividade residual ao longo de 10 ciclos continuos. Apo6s o primeiro ciclo de reacdo de sintese
de D-tagatose, por 72h, os biocatalisadores GLI-6BCL-LAC;¢g5s ¢ GLI-6BCL-LAI,0;5 foram
lavados e submetidos a um novo ciclo de 24 h. Da mesma forma procedeu-se com o co-
imobilizado.

A partir do segundo ciclo, a sintese de D-tagatose foi nula para os dois ensaios,

devido a inativacao dos biocatalisadores.
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4.13 Validac¢ao dos métodos de imobilizacdo através de eletroforese SDS-PAGE

Mais uma vez, como forma de avalia¢ao do tipo de ligagdo entre enzima e suporte
(ligacao covalente), realizou-se analise de eletroforese em SDS-PAGE com os derivados

obtidos GLI-6BCL-LAC200/5 € GLI-6BCL-LA120()/5 (Figura 18)

Figura 18 — Andlise por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-
PAGE), a 12%, para verificar desprendimento de subunidades das proteinas que ndo foram
estabilizadas ao suporte Glioxil-Agarose. M- Padrao de baixo peso molecular, 1- Derivado

GLI-6BCL-LAC200/5, 2- Derivado GLI-6BCL-LA1200/5

kDa M 1 2
97

66 —

45

30 -

20

14—

Fonte: elaborada pelo autor.

Como pode ser observado, ambos derivados nao apresentaram dessor¢cdo de suas
subunidades (linhas 1 e 2), justificado pelo ndo aparecimento de bandas das proteinas
estudadas. Desta forma, pode-se validar que as enzimas foram covalentemente ligadas aos

suportes.
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5 CONCLUSOES

Este estudo mostrou que ambas as enzimas, B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis e L-arabinose isomerase de Enterococcus faecium expressa em E. coli DHI10B,
apresentaram resultados significativos de rendimentos de imobilizagdo em suportes a base de
agarose, MANAE e DEAE, revelando viabilidade em relagdo a sua imobilizagdo por
adsor¢do. No entanto, enquanto os derivados da enzima [-galactosidase mostraram alta
conversdo (76,6 e 98,7 %, respectivamente) de D-lactose em D-galactose, o0 mesmo nao ¢
conferido para os derivados da enzima L-arabinose isomerase (3,8 e 6,6 %, respectivamente),
para conversdo de D-galactose em D-tagatose, tendo destaque, comparando as duas matrizes
usadas neste estudo, o suporte MANAE.

Apesar dos biocatalisadores, DEAE-LAI ¢ MANAE-LAI apresentaram alguns
parametros desfavordveis para sua aplicagdo, o ensaio de bioconversdo combinado com
cinética enzimatica revela dados que podem auxiliar na melhoria destas metodologias de
estudo, fortalecendo a viabilidade da aplicagdo desses biocatalizadores separadamente, bem
como juntos em um unico reator, vislumbrando estudos na forma co-imobilizada.

Na segunda etapa desta tese outra metodologia de imobilizagcdo das enzimas f3-
galactosidase de Kluyveromyces lactis e L-arabinose isomerase de Enterococcus faecium
expressa em £E. coli DH10B foi escolhida, ligagdo covalente. Diversos ensaios de
imobilizacdo em suportes glioxil-agarose foram realizados a fim de se desenvolver um
biocatalisaor com ambas enzimas co-imobilizadas, o qual foi alcangcado. Porém, diante dos
parametros verificados, o presente estudo ainda demanda um maior desenvolvimento para
aplicagdes futuras, como aumento da bioconversdo, estabilidade térmica e operacional, bem
como ensaios com uma outra L-arabinose isomerase com poder de isomerizagao superior.

Como ja discutido, a proposta de uso de suportes glioxil-agarose foi positiva
perante enzimas multiméricas (tetra e hexaméricas), permitindo a viabilidade da imobilizacao
bem como diminui¢do de problemas difusionais maiores que poderiam vir a ocorrer.

Assim, destacam-se os valores estimados para estabilidade térmica dos
biocatalisadores GLI-6BCL-LAC;0y;5 € GLI-6BCL-LAI/s, sob 50 °C, com tempos de meia-
vida de 100 e 935 min, respectivamente. A bioconversdo de D-lactose em D-galactose

promovida pelo biocatlisador GLI-6BCL-LACygy5, 93 %, proporciona a disponibilidade de
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alta concentragdo de D-galactose a ser isomerizada pelo biocatalisador GLI-6BCL-LAI/s, 0
qual requer melhoria no valor para V., para que assim valores de conversdo maiores sejam
alcangados.

A maioria das biocatalises multi-enzimaticas em cascata sdo realizadas para
sintese de carboidratos ou conversdes de acucares (BETANCOR; LUCKARIFT, 2010),
corroborando com adequa¢do da estratégia de co-imobilizacdo no presente estudo. Segundo
autores (BETANCOR; LUCKARIFT, 2010), um comportamento de co-imobiizacao ideal
deve conferir uma estabilizagdo operacional global para cada enzima envolvida, de outra
forma o tempo de meia-vida do biocatalisador serd limitada pela enzima mais instavel.

Desta forma, vale ressaltar que por se tratar de um estudo inédito, os resultados
obtidos para bioconversao de D-lactose em D-tagatose (1,4 mM) através dos biocatalisadores
co-imobilizados tornam-se um importante guia para continuidade deste estudo, ampliando

pesquisas a cerca da co-imobilizagdo de enzimas.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Diante dos resultados alcangados nesta tese, algumas estratégias podem ser ainda
realizadas como forma de complementagdao do estudo. Algumas delas seguem pontuadas
abaixo:

e Estudar o efeito do aumentar a massa do suporte durante a co-imobiliza¢dao, com
concomitante aumento da carga oferecida para buscar maiores rendimentos de
imobilizagdo da enzima L-arabinose isomerase;

e Ensaio de co-imobilizagdo das enzimas em duas etapas com condi¢des de
imobilizacao diferentes (tampao, valores de pH e tempo);

e Estudos para implementagdo de técnicas de reticulagdo variando a concentragdo
de agente reticulador (glutaraldeido, por exemplo) afim de avaliar o aumento da
estabilidade;

e (Co-imobilizagdo pelo método de auto-agregagdo ou cross-linked enzyme
aggregates (CLEAs);

Aplicagdo dos biocatalisadores co-imobilizados em reator continuo, utilizando como

substratos D-lactose e soro de queijo.
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