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RESUMO

Por razbes da necessidade de aperfeigcoar estudos de imobilizagdo das enzimas
Neutrase e L-arabinose isomerase, o presente trabalho teve como objetivo avaliar o
potencial de materiais como o bagaco de caju (CAB), fibra da casca de coco verde
(FCV) e quitosana (QUIT) como suportes naturais e de baixo custo. Para a Neutrase,
os trés suportes estudados sofreram tratamentos quimicos e ativagdes com glicidol,
epicloridrina e glutaraldeido. A imobilizagdo da Neutrase contou com a concentragdo
de enzima oferecida para todos os suportes foi de 8,8 U/mL (51 mg de proteina.g™)
a 25°C por 3 horas. As atividades de Neutrase sollivel e imobilizadas foram
avaliadas através de analise espectrofotométrica a 700 nm de acordo com o ensaio
de TCA-Lowry. Os derivados foram analisados quanto ao rendimento da
imobilizagao (RI), atividade recuperada (ARec), tempo de meia-vida (t12) e fator de
estabilizagdo térmica (FE) a 60°C, comparado com a enzima soluvel. Para FCV
lavada, o melhor Rl de 79,45% e 63,40% de ARec, apresentando FE quatro vezes
maior que a enzima neutrase sollvel, quando ativada com glutaraldeido. Para CAB
ativada com epicloridrina, apresentou melhor Rl de 96,31% e 50,22% ARec. Os
suportes de QUIT-2,5% ativados com glutaraldeido apresentaram melhores
resultados de Rl de 75,44%, 91,12% de ARec e FE cinco vezes maior que a enzima
sollvel, sendo avaliadas também sua estabilidade operacionais com queda de até
41% apods 10 ciclos. Para a enzima L-arabinose isomerase foram estudadas as
melhores condi¢des de atividade desta enzima em sua forma solGvel e desenvolver
protocolo de imobilizagdo em suporte versatil e barato como quitosana-alginato
epoxilado. Solugdes de enzima em tampao de acetato de sédio, citrato de sodio e
fosfato de sodio, na faixa de pH variando de 3,8 a 8,5 mantendo-se sob agitagao a
25°C e 50°C. As melhores condigdes de atividade da L-arabinose isomerase sollvel
apresentaram com tampé&o acetato pH 5,5, tampao citrato pH 5,5, tampao fosfato pH
7,5 e 8,0. Os derivados foram analisados quanto ao rendimento da imobilizagao (RI),
atividade recuperada (ARec), tempo de meia-vida (t/2) e fator de estabilizacdo
téermica a 75°C (FE), comparados com a enzima sollvel. Em imobilizagbes em pH
8,0 apresentaram maior Rl em tampao fosfato 50 mM apos 24h, com 90,21% de
ARec, em temperatura de 25°C, t%2 de 44h a 75°C, perda de 4,45% na atividade
durante o estudo de estabilidade operacional com 10 ciclos e perda de 1,83% da
atividade durante 90 dias de estocagem quando comparados com pH mais baixos,
em reatores descontinuos.Os resultados alcancados atraem um interesse
consideravel devido a uma grande variedade de aplicagbes possiveis, por exemplo,
na producdo de proteinas e peptideos, para a melhoria da textura e propriedades
sensoriais de produtos lacteos, bem como na sintese, isomerizagdo e producéo de
D-tagatose.

Palavras-chave: neutrase, |-arabinose isomerase, fibra da casca de coco verde,

bagaco de caju, quitosana, suporte de baixo custo.



ABSTRACT

For reasons of the need to improve studies of enzyme immobilization Neutrase and
L-arabinose isomerase, the present study aimed to evaluate the potential of materials
like cashew apple bagasse (CAB), coconut shell fiber (FCV) and chitosan (QUIT) as
supports natural and with low cost. Neutrase for the three media studied underwent
chemical treatments and activation with glycidol, epichlorohydrin and glutaraldehyde.
The immobilized Neutrase counted on the enzyme concentration offered to all
substrates was 8.8 U/mL (51 mg proteina.g™’) at 25°C for 3 hours. The activities of
soluble and immobilized Neutrase were evaluated by spectrophotometric analysis at
700 nm according to the TCA-Lowry assay. The derivatives were analyzed for yield
of immobilization (RI), activity recovered (ARec), half-life (t4) and thermal
stabilization factor (SF) of 60°C, compared with the soluble enzyme. For FCV
washed best RI 79,45% and 63,40% of ARec presenting FE four times the enzyme
Neutrase soluble when activated with glutaraldehyde. For CAB activated with
epichlorohydrin, showed better Rl 96,31% and 50,22% ARec. Supporters of QUIT-
2,5% activated glutaraldehyde showed better results of IR 75.44%, and 91.12% of
ARec, SF five times greater than the soluble enzyme and evaluated their stability
also operating with a drop of up to 41% after 10 cycles. For the enzyme L-arabinose
isomerase were studied optimum conditions for activity of this enzyme in soluble form
and develop protocol for immobilization support versatile and cheap as chitosan-
alginate epoxylated. Solutions of enzyme in buffer sodium acetate, sodium citrate
and sodium phosphate, at pH ranging from 3,8 to 8,5 keeping under stirring at 25°C
and 50°C. The best conditions for the activity of L-arabinose isomerase soluble
presented with acetate buffer pH 5,5; citrate buffer pH 5,5; phosphate buffer pH 7.5
and 8,0. The derivatives were analyzed for yield of immobilization (RI), activity
recovered (ARec), half-life (t 2) and thermal stabilization factor at 75 °C (SF),
compared with the soluble enzyme. In fixed at pH 8,0 showed higher Rl in 50 mM
phosphate buffer after 24 hours, with 90,21% of ARec, at 25°C, t'% of 44h at 75°C,
4.45% loss in activity during the stability study operating with 10 cycles and 1,83%
loss of activity during 90 days of storage as compared to lower pH, in batch reactors.
The results attract considerable interest due to a variety of possible applications, for
example in the production proteins and peptides, for improving the texture and
sensory properties of dairy products as well as isomerization on the synthesis and
production of D-tagatose.

Keywords: neutrase, I-arabinose isomerase, cashew apple bagasse, coconut shell
fiber, chitosan, low-cost support.
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1. INTRODUCAO

No escopo das aplicagbes biotecnolégicas, um dos presentes desafios da
biotecnologia € o desenvolvimento de novos processos para o tratamento de
residuos agroindustriais, contribuindo para a diminuicdo dos potenciais problemas
ambientais (SERPA, 2009). Diferentes processos industriais produzem residuos que
necessitam de destino adequado (PELIZER, 2007), mas que na maioria das vezes
sdo descartados sem nenhum tratamento prévio em corpos d'agua (rios, lagos,
mares), acarretando morte dos peixes e outros organismos aquaticos,
comprometendo ainda, a estrutura fisico-quimica dos solos, acentuando, a poluigcdo
ambiental (ALMEIDA & CABALLERO, 2004; DELLAMATRICE, 2005;
OGRODOWSKI, 2006).

O soro de queijo &€ uma importante fonte de nutrientes ja que contem um
pouco mais de 25% das proteinas do leite, 8% de acidos graxos e 95% de lactose
(SMITHERS Y COPELAND, 1997). Consequentemente, é importante incorpora-lo
como base de alimentos, preferencialmente para o consumo humano com a
finalidade adicional de ndo contaminar o meio-ambiente com o rejeito de empresas
de laticinios e recuperar o valor monetario do soro através de produtos de alto valor
agregado.

A alternativa mais estudada nos ultimos anos é a recuperacdo dos nutrientes
de alta qualidade que tem o soro de queijo mediante aplicacdo de processos
utilizando membranas e transformando-o em pd (BYRNE Y FITZPATRICK, 2002).
Assim, pode-se encontrar em algumas industrias de laticinios processos para
obtengdo de soro desidratado, desmineralizado, concentrados protéicos e lactose
refinada. Estes processos precisam de um elevado custo de instalagédo e operacéo e
0s produtos obtidos possuem baixo valor econémico. Dentro das possibilidades
terapéuticas atuais para o tratamento de pacientes com problemas congénitos de
metabolismo, a dieta constitui no pilar mais importante da terapéutica destes
transtornos e o soro de queijo tem componentes muito valiosos para transforma-los

em ingredientes funcionais para a elaboragao de alimentos especiais que fornegcam
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as ceélulas humanas a energia quimica necessaria a seu metabolismo e manter suas
funcdes vitais e realizar qualquer tipo de trabalho (SANJURJO P., 1994).

Diante de possibilidades ja existentes para o aproveitamento tem-se, no
caso das lacto proteinas, o emprego de enzimas proteoliticas como a neutrase e
alcalase para conseguir fragbes peptidicas menos alergénicas (TOLKACH Y
KULOZIK, 2005; GUADIX, 2006) e com propriedades fisicas especiais para o
emprego como substituto de gorduras. No caso da lactose, uma das alternativas é a
obtencdo de galacto-oligossacarideos (GOS) que sdo subprodutos da hidrolise
enzimatica da lactose para preparagdes em novos alimentos prebidticos (TOMITA,
2002) e a transformacgéo de glicose e galactose por via enzimatica em D-tagatose
(RYU, 2003), respectivamente. Esta Gltima € uma substancia edulcorante, nao
carcinogénica e de baixo valor calérico, indicada para diabéticos.

Em sintese, ainda ndo existem pesquisas suficientemente completas que
permitam viabilizar a aplicabilidade de processos quimicos e enzimaticos conhecidos
para obtengdo de compostos derivados da lactose e das proteinas do soro de queijo
com alta potencialidade funcional para o desenvolvimento de alimentos especiais.
Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como
catalisadores, sua aplicagdo industrial ndo é tdo imediata porque, apesar das
vantagens mencionadas, as enzimas apresentam outras caracteristicas que, embora
desejaveis para a operagao da maquina celular, limitam a sua utilizagdo em escala
industrial. As principais dificuldades se devem, primeiro, a solubilidade destas no
meio de reagdo, o que inviabiliza economicamente sua separagdo dos produtos.

Uma vez que a enzima esta sollvel e em baixa concentragdo no meio, pois
€ um potente catalisador, sua recuperagdo seria muito cara. O segundo problema é
a instabilidade operacional das enzimas que é desejavel na célula viva, pois para
esta & mais econdmico fazer a sintese “de novo” do que armazenar enzimas que
nao estdo sendo utilizadas. Para uso industrial, contudo, a utilizagcdo de enzimas
como matéria-prima néo reciclavel tem inviabilizado seu uso, pois enzimas tém custo
alto. Como consequéncia dessas dificuldades, somente algumas se convertem em
catalisadores de um processo industrial.

Esta escassez de processos enzimaticos em escala industrial € o resultado
da auséncia de estudos integrais que deem solugbes aos problemas existentes
quando se propbe o projeto de uma reagdo enzimatica. A imobilizagdo e

estabilizacdo das enzimas - engenharia enzimatica - é a etapa das mais importantes
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no projeto global, pois permite superar as desvantagens da solubilidade no meio
reacional e da instabilidade operacional no uso industrial das enzimas, tornando-as
catalisadores ideais para a produgéo e transformagdo de compostos bioativos, seja
na industria alimenticia, de quimica fina ou farmacéutica.

A imobilizagao consiste no confinamento da enzima em um suporte sélido
para posterior reutilizacdo do biocatalisador, tornando o processo menos oneroso.
Em geral, a imobilizagdo oferece uma série de vantagens e as razdes para a escolha
de um derivado imobilizado variam de aplicagdo para aplicagéo, incluindo: utilizagao
da atividade catalitica por um maior periodo de tempo; possibilidade de operagéo
continua do processo, com maior facilidade de controle; facilidade de separacao do
produto final, em alguns casos, ocorre modificagdo favoravel das propriedades
cataliticas da enzima como, por exemplo, maior estabilidade ao pH e a temperatura,
entre outros; facilidade de interrupgdo da reagdo, em um nivel desejado, pela
remogao da enzima, caso o processo seja batelada, ou ajuste do tempo de
residéncia se é usado um reator continuo (MENDES, 2011).

Para que o emprego de enzimas imobilizadas torne-se um processo
economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte empregado assim
como o método de imobilizagdo. Entre os métodos de imobilizacdo de enzimas,
disponiveis na literatura, destacam-se adsor¢gdo em materiais insollveis, co-
polimerizagao empregando um mondmero reativo, encapsulagdo em gel ou ligagdo
covalente em suporte insoluvel, via reagdo entre grupos funcionais da proteina e
grupos reativos na superficie do suporte. Diferentes suportes tém sido empregados
como matrizes para imobilizagdo de varias enzimas, entre eles destacam-se os
suportes orgénicos como dextrana, quitina e quitosana, os inorganicos fosfato de
zircbnio, O6xido de nidbio e materiais silicios, matrizes poliméricas
amberlite,poliacrilonitrila e resinas constituidas de estireno e divinilbenzeno
(PORTO, 2002). Vale ressaltar que, dependendo das condigées de imobilizagao e
dos suportes empregados, a enzima apresentara diferentes propriedades finais,
podendo mudar sua estabilidade frente a pH e temperatura.

O elevado custo de suportes a base de silica e polimeros sintéticos incentiva
pesquisas na busca de substancias baratas como carbonato de calcio, quitina e
quitosana e outras matérias-primas tipicas da Regido Nordeste do Brasil, como por

exemplo, fibra de casca de coco verde e bagacgo do pedinculo do caju.
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Frente aos diversos suportes estudados para imobilizagdo de enzimas, os
residuos agroindustriais tém se apresentado como uma fonte de matéria-prima de
baixo custo. A quitosana (poli-N-acetilglicosamina) é um oligosacarideo derivado da
quitina, um dos polimeros mais abundantes na natureza, o qual pode ser facilmente
obtido de fontes naturais como o rejeito de indUstrias pesqueiras, principalmente nas
carapacas dos crustaceos, notadamente camardo, lagosta e caranguejo,
constituindo cerca de 30% do exoesqueleto destes ultimos. No caso do Ceara, isto é
uma grande vantagem devido a facil aquisicdo e a grande atividade pesqueira
existente em nosso litoral, consequentemente, barateando os custos que chegam a
US$ 7.5/10g na india, Japdo, Poldnia, Noruega, Australia (KUMAR, 2000).
Importantes aplicacées da quitosana na industria farmacéutica incluem seu uso
como complemento alimentar, com a fungcdo de remover a gordura de alimentos
antes que estes sejam metabolizados pelo organismo, antiacido, inibidor de caries,
controlador da pressao sanguinea, redutor do nivel de acido Urico e promotor do
aumento de calcio contribuindo, assim, para o fortalecimento dos ossos. Ressalta-se
que a quitosana é um produto de baixo custo, por ser um residuo da industria de
pesca, nao toxico e possuidor de grupos amino primarios funcionais em potencial,
uma importante caracteristica como suporte para imobilizagdo de enzimas. Cabe
ainda mencionar que esta matriz vem sendo estudada como suporte de imobilizacéo
de enzimas com a obtencdo de resultados promissores (ADRIANO, 2008a;
RODRIGUES, 2005).

Neste contexto, dentro de uma politica de utilizagdo integral do soro de
queijo, faz-se necessario trabalhar e desenvolver novos processos mais factiveis e
menos onerosos a fim de se obter varios compostos com maior valor agregado e
que apresentem efeitos positivos para a saude humana. Diante disso, o objetivo
deste foi obter catalizadores imobilizados para aplicagées na industria de alimentos,
visando especialmente futuras aplicagbes nos processos de obtencdo de

hidrolisados proteicos e D-tagatose.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Leite

O leite € uma secrecdo fluida das fémeas de todas as espécies de
mamiferos. Pela legislagcéo brasileira, entende-se por leite, sem outra especificacao,
o produto oriundo da ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de
vacas sadias, bem alimentadas e descansadas (BRASIL, 2011). Mais de 4 mil
espécies de mamiferos o produzem, com a fungdo primordial de suprir as
necessidades nutricionais dos recém-nascidos, além de fornecer os nutrientes
essenciais para 0s neonatos, o leite também exerce uma série de funcdes
fisiologicas por meio de suas proteinas e peptidios, por exemplo, fornecendo
imunoglobulinas, enzimas, inibidores enzimaticos, ligando-se ou transportando
proteinas, fatores de crescimento e agentes antibacterianos (ANTUNES, 2003).

No Brasil, a produgédo total de leite foi de 32,0 bilhdes de litros em 2011,
aumento de 4,5% em relacao a 2010 (IBGE, 2012b).

O leite € um sistema de grande complexidade. Representa a secrecdo
trifasica da glandula maméria, onde se encontram glébulos de gordura emulsificados
em micelas de caseina e oufras proteinas coloidalmente dispersas, lactose,
vitaminas e sais orgéanicos e inorganicos dissolvidos na fase continua que é a agua.
A composi¢ao aproximada varia em razdo da estacdo do ano e reflete diferencas
entre ragas, estagio de lactacdo e o sistema de alimentagdo. Como valores médios,
sao aceitos 4,0% de gordura, 3,5% de proteina, 4,8% de lactose e 0,7% de sais,
sendo agua o restante (ANTUNES, 2003).

Segundo Bortoli (2005), € uma alternativa de fonte proteica acessivel a
populacéo de baixa renda, que geralmente é carente em proteina de origem animal,
comprovando a importancia sécio-econdmica deste alimento. Conforme Tronco
(2003), o leite tem sido utilizado na alimentagdo humana por oferecer uma
equilibrada composi¢éo de nutrientes que resulta em elevado valor biolégico, sendo
considerado um dos alimentos mais completos. Por isso, &€ extremamente importante

apresentar-se com qualidade (FONSECA, 2000) e ser apto para produzir derivados
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como queijos, iogurtes, bebidas lacteas, doces de leite, leite em pd, leite

condensado e subprodutos como soro de leite em po, ricotas, dentre outros.

2.2 Queijos

Dentro do vasto mercado mundial de produgédo de queijo de leite de vaca, o
Brasil destaca-se frente aos paises da América do Sul e outros continentes com uma
produgéo anual de 580 milhares de toneladas em 2007 (EMBRAPA, 2012).

A fabricagdo de queijos consiste na concentragdo do extrato seco do leite
por meio da coagulagdo da caseina. Durante o processo de coagulacdo ha a
transferéncia de componentes do leite para a massa e para o soro, conhecido como
cifra de transigado, fator responsavel pela composicéo fisico-quimica do soro e do
queijo. Segundo Vilela (2009), a cifra de transi¢do dos sélidos laticos para a massa

para um queijo semiduro obedece aos atributos apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Composicédo centesimal média para leite, soro, queijo semiduro e a respectiva cifra de

transicao.
Componente Leite Queijo Soro Transigéo para o queijo
Lactose (% m/m) 4.7 0,2 4,5 4%
Gordura (% m/m) 34 3.1 0,3 91%
Proteina (% m/m) 3,1 2:3 0,8 74%
Minerais (% m/m) 0,9 0,5 04 60%
Solidos totais (% m/m) 12,1 6,1 6,0 50%

Fonte: Vilela (2009).

A fabricagdo de queijo € um método de transformacdo de componentes do
leite em um produto de facil conservagdo, menor volume, alto valor nutritivo, sabor
agradavel e boa digestibilidade (GRANDI, 1983). Contudo, com a fabricagdo do
queijo, gera-se consequentemente o subproduto soro de leite. Estima-se que para
producgado de 1 kg de queijo, obtem-se em torno de 9 litros de soro de leite. Assim o
aumento do consumo de queijo tem acarretado em uma maior producdo deste
residuo industrial.

Este rejeito da industria de laticinios, quando ndo aproveitado devido sua
elevada demanda quimica de oxigénio e alto teor de gordura, requer tratamentos

determinados pela legislacdo para seu correto despejo no meio ambiente,
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minimizando ao maximo seu impacto ambiental. Porém, tal pratica ainda é
desrespeitada por muitas industrias, principalmente pelos custos gerados pelo
processo.

Segundo Farias (2012), a produgdo brasileira de queijo inspecionada (SIF,
Servigo de Inspec¢do Federal do Ministério de Agricultura) € de aproximadamente
500 mil toneladas (ABIQ, Associagdo Brasileira das Industrias de Queijo) e da
origem a um volume estimado de 4,5 bilhdes de litros de soro de leite.

Com o avango da tecnologia, a produg¢ao de queijos passou de um processo
estritamente tradicional, onde existiam apenas pequenas queijarias, sem meios
econdmicos ou tecnolégicos disponiveis para o reaproveitamento do soro de leite,
(ALMEIDA & CABALLERO, 2004) para um processo industrial, onde as Industrias de
grande porte o reutilizam para a produgédo de bebidas lacteas e principalmente no
enriguecimento de seus proprios produtos, gerando em contrapartida, um bioproduto
de interesse econémico. Mas, este tipo de reaproveitamento atinge apenas as
grandes industrias, que representam 15% do total de soro produzido, necessitando
com isso de alternativas economicamente mais vidveis para o reaproveitamento
deste subproduto (OLIVEIRA, 2006; ROEPCKE & SOCCOL, 2007).

2.3 Soro de Leite

O soro de leite, também conhecido como soro de queijo pode ser definido
como um liquido opaco, amarelo-esverdeado, remanescente do processo de
fabricagdo de queijos, apos a precipitagdo da caseina por meio de coagulacio 4cida
ou enzimatica, retendo cerca de 55 % dos nutrientes contidos naturalmente no leite
(ALVES & MARTINS, 2005; SGARBIERI, 2005 e LIRA, 2009). Dependendo da sua
forma de obtengao, o soro pode distinguir-se em dois tipos, sendo eles, o soro acido,
resultante da coagulagéo acida, originando-se dos queijos tipo frescal, como o queijo
Cottage, de menor utilizagdo pelas industrias, devido ao seu baixo contetido protéico
e alto grau de cinzas; e o soro doce, procedente da coagulacdo enzimatica,
proveniente da produgéo de queijos como Cheddar, Mozarela, Suigo, e Monterey
(ORDONEZ, 2005; BONATO, 2006; PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008).

O aumento na producdo de queijos acarretou em grande volume de soro

descartado em rios e lagos. O soro € um poluente em potencial, pois apresenta
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altissima demanda biolégica de oxigénio, com as comprovagées cientificas do valor
nutricional de seus constituintes e com o desenvolvimento de técnicas de
fracionamento, o soro é amplamente requisitado como ingrediente ou como
precursor de ingredientes na industria de alimentos (GERNIGON, 2010). De acordo
com Giraldo-Zuniga (2002), estima-se que a produgéo mundial de soro gire ao redor
de 120 milhdes de toneladas. O aumento da produgdo de soro no Brasil e,
paralelamente a implementacgdo das leis de protecdo ao meio ambiente, bem como o
reconhecimento de que o uso do soro liquido para a alimentagdo animal s6 é
regionalmente e de forma restritamente praticavel, estad levando a inddstria a
analisar as opg¢oes de industrializagéo e aproveitamento (TIBA, 1984).

Os residuos podem ser definidos como a diferenga no balanco de massa e
energia nos processos de transformagéo de matérias-primas em produtos (GIROTO,
2001). Um subproduto do processamento de queijos nos laticinios, caso nao seja
aproveitado das inUmeras maneiras possiveis, seu descarte na estagdo de
tratamento de efluentes representara custos adicionais para a empresa que o gera.
Segundo estudo da FAO - Food Agriculture Organization, o efeito poluidor de 250 mil
litros de soro corresponde ao despejo no ambiente do esgoto de uma cidade de 50
mil habitantes (ZACARCHENCO, 2008). Isto pode representar problema ambiental,
custos para tratamento de efluentes ou grande quantidade de matéria-prima para
fabricar produtos a partir de soro de leite.

Por apresentar elevada carga orgénica, ser produzido em grandes volumes
e, principalmente, por ser de dificil biodegradabilidade, o soro de queijo se torna um
substrato atraente para utilizagdo em processos fermentativos por microrganismos,
devido ao seu alto teor de lactose, representando uma importante fonte de poluicao
ambiental, sendo o subproduto mais problematico das industrias de laticinios
(ZAFAR e OWAIS, 2006; KOSSEVA, 2009; KOUTINAS, 2009; GUIMARAES, 2010).
Em meédia, para a fabricagdo de um quilo de queijo necessita-se de dez litros de
leite, recuperando-se nove litros de soro (KOSIKOWSKI, 1979). Adicionado a isso, o
soro de queijo representa grandes perdas econdmicas para a indUstria de laticinios
ja que aproximadamente metade da produgdo mundial é disposta em plantas de
tratamento de efluente ou utilizada para alimentagéo animal (RECH e AYUB, 2007).

Entre os nutrientes constituintes mais abundantes no soro encontram-se a
lactose (4,5-5,0%m/v), proteinas soliveis (0,6-0,8%m/v), lipideos (0,4-0,5%m/v) e

sais minerais (8-10% do extrato seco). Contendo aproximadamente 6,9% de soélidos
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totais, o soro de queij’o também é composto por menores quantidades de outros
nutrientes tais como o acido citrico e vitaminas (SGARBIERI, 1996; SISO, 1996;
RICHARDS, 2002). Acrescido a isso, a composigdo do soro pode variar de acordo
com o tipo de queijo fabricado, ou seja, de acordo com o procedimento empregado
na precipitagdo da caseina.

Os componentes hidrossollveis do leite, tais como lactose, alguns sais,
vitaminas e as proteinas que ndo coagulam com a caseina, como as albuminas e as
globulinas, ficam dissolvidos no soro (OLIVEIRA, 1999). Ha basicamente dois tipos
de soro de lacteo:

- Soro doce — proveniente da coagulagdo enzimatica do leite em pH proximo
de 6,7, sendo obtido nos processos de fabricagdo de queijos tipo Cheddar, Minas
frescal, Minas padrao, Mussarela, Prato e Suico. Sua acidez titulavel em acido latico
é de 0,15 a 0,18%, correspondente a um pH de 6,3 a 6,7 (ORDONEZ, 2007).

- Soro acido - resultante da producdo de caseina ou de queijos com leites
coagulados inicialmente por acido, tal como a do tipo cottage, quark, requeijdo e da
ricota. Esse tipo de soro apresenta uma acidez titulavel de 0,5 a 0,6% em acido
latico e apresenta pH de 4,6 a 4,7(ORDONEZ, 2007).

As composigdes do soro acido e doce encontram-se descritas na Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo do soro doce e do soro acido.

Componente Soro Doce (%) Soro Acido (%)
Agua 93-94 94-95
Gordura 0,3-0,5 0,3-0,6
Proteina 0,8-1,0 0,8-1,0
Lactose 4,5-5,0 3,8-4,2
Minerais 0,5-0,7 0,7-0,8
Acido Latico 0,1 0,1-0,8

Fonte: Madrid, 1995.

Em consequéncia do seu pH, o soro deteriora-se rapidamente, em razdo da

agéo microbiana e sua eliminacdo requer pré-tratamento para evitar a poluicdo do

meio ambiente.
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2.3.1 Proteinas do soro -

O soro de leite pode ser obtido através de trés tipos de processamento
principais, tais processos influem diretamente em sua qualidade protéica: a) pelo
processo de coagulagdo enzimatica (enzima quimosina), resultando no coagulo de
caseinas, matéria-prima para a produgdo de queijos e no soro "doce" b)
precipitagdo acida no pH do ponto isoelétrico (pl), resultando na caseina isoelétrica,
que é transformada em caseinatos e no soro acido; ¢) separacao fisica das micelas
de caseina por microfiltragéo, obtendo-se um concentrado de micelas e as proteinas
do soro, na forma de concentrado ou isolado protéico (ZINSLY, 2001).

A relagao “caseinas:proteinas do soro” € bastante variavel entre as espécies
de mamifero. Esta relagéo é de 80,0:20,0 (%) no leite bovino, de 20,0:80,0 (%) no
leite humano, 80,0:20,0 (%) no leite de bufala e 82,2:17,8 (%) no de cabra. Observa-
se que no leite humano a proporgéo de proteinas de soro é 4 vezes a das caseinas,
comparadas com as do leite de vaca e de bufala (SGARBIERI, 2005).

Dadas as caracteristicas geleificantes das proteinas do soro, que poderiam
permitir sua incorporagdo a produtos como queijos ou através de uma
microparticulagdo das mesmas, poder-se-ia favorecer um aumento do valor
intrinseco dos produtos das industrias lacteas (STEVENTON, 1994: GUADIX, 2006:
MCCARTHY Y MAEGLI, 1994; RODRIGUEZ PATINO, 2001), ou diminuir gastos
atraves da reutilizagdo do xarope de glicose-galactose produzido pela hidrolise

enzimatica da lactose ao decorrer do processo industrial (CARRARA, 2003).

Proteinas do soro de leite tem sido muitas vezes consideradas como um
ingrediente para melhorar a textura de alimentos devido as suas propriedades
nutricionais e funcionais Unicas (RABIEY, 2009).

Do ponto de vista aminoacidico (aminoacidos essenciais), as proteinas de
soro apresentam quase todos os aminoacidos essenciais em excesso as
recomendagoes, exceto pelos aminodcidos aromaticos (fenilalanina, tirosina) que
nao aparecem em excesso, mas atendem as recomendagbes de ingestdo diaria
para todas as idades. Apresentam elevadas concentrages dos aminoacidos
triptofano, cisteina, leucina, isoleucina e lisina (SGARBIERI, 2005).

As proteinas do soro de leite sdo altamente digeriveis e rapidamente

absorvidas pelo organismo, estimulando a sintese de proteinas sanguineas e
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teciduais a tal ponto que alguns pesquisadores as classificaram como proteinas de
metabolizagdo rapida “fast metabolizing proteins”, muito adequadas para situacoes
de estresses metabdlicos em que a reposigdo de proteinas no organismo se torna
emergencial (SGARBIERI, 2005).

2.3.2 Lactose

O dissacarideo lactose é o predominante e mais importante carboidrato do
leite, existindo concentragbes muito baixas de outros monossacarideos, incluindo
glicose e galactose, oligossacarideos neutros e acidos e carboidratos ligados a
peptideos e proteinas. De acordo com Damodaran (2007), a concentracdo de
lactose no leite bovino varia conforme a origem entre 2,0 % a 8,5 % e demais
espécies mamiferas, variam de 0-10% (p/p) (FOX, 2011). O leite de vaca contém,
corriqueiramente, maior quantidade de lactose do que qualquer outro componente
solido, apresentando uma concentragdo quase constante entre 45 g.L”" a 50 g.L™
(WALSTRA & JENNESS, 1984).

A principal forma de lactose (Figura 1) € o anémero a, que tem uma baixa
solubilidade, mas, guando em solugdo ¢ dificil de cristalizar. Os cristais sdo mono-
hidratos e, a menos que a cristalizacdo seja cuidadosamente controlada, sao
grandes o suficiente para ser detectavel no palato como arenosidade. Estas
caracteristicas criam problemas na fabricacdo de produtos lacteos, concentrados,
desidratados, e congelados (FOX, 2011).

Figura 1. Estrutura quimica da lactose
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Segundo Holsinger (1997), a lactose pode ocorrer em duas formas
cristalinas nos produtos lacteos como uma mistura vitrea amorfa de a e B-lactose.
De acordo com o mesmo autor, a forma estrutural da a-lactose pode ser convertida
na forma estrutural beta por meio da mudanga na posi¢cdo da hidroxila e do
hidrogénio no grupo redutor. Esta mudanga na rotagdo e a transformacdo em
solugédo de uma forma na outra &€ denominada mutarrotagao.

A lactose é composta por D-glicose e D-galactose, estando o grupo aldeido
da galactose unido ao grupo C-4 da glicose mediante um enlace B-1-4-glicosidico
(WALSTRA, 2001). Este enlace pode ser rompido pela agdo enzimatica. A B-
galactosidase hidrolisa a lactose em seus monossacarideos constituintes, glicose e
galactose. Esta converséo- ¢ de consideravel interesse, do ponto de vista
tecnolégico, pois os produtos da hidrélise, em combinacdo, sdo mais doces, mais
soliveis, diretamente fermentados e imediatamente absorvidos no intestino do
lactente (MORRISEY, 1985).

Apesar das altas concentragcbes de lactose no leite e nas glandulas
mamarias, baixas concentragbes aparecem no sangue e na urina, especialmente
durante a gravidez e amamentagdo (GONZALEZ, 2001). A lactose confere ao leite
um sabor ligeiramente doce e constitui fonte de carbono para microorganismos,
sobretudo leveduras que crescem no leite, visando a producgao de biomassa, etanol,
acidos organicos, enzimas e extrato de levedura (ORDONEZ, 2007).

A lactose ndo é tdo doce quando comparada a outros aglcares, como
sacarose, glicose e frutose e solugdes aquosas de sacarose, com concentragdes de
1%; 10% e 20% m/v (relagdo massa por volume), possuem o mesmo poder
edulcorante que solugdes aquosas de lactose com concentracbes respectivas de
3%, 15%; 30% m/v (FINZER, 2011).

Uma restricdo deste aglicar é a sua ingestdo por pessoas intolerantes a
lactose, uma vez que ndo possuem a enzima necessaria para sua hidrolise, B-
galactosidase, dificultando o consumo de derivados lacteos. Globalmente, alguns
seres humanos adultos secretam B-galactosidase intestinal insuficientemente
necessaria para o catabolismo de lactose e, consequentemente, sdo intolerantes a
lactose na dieta. Varios derivados isentos de lactose podem ser produzidos por via

quimica, enzimatica ou métodos microbiolégicos (FOX, 2011).
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Desta forma, a hidrélise da lactose promove a melhoria da aplicagéo do soro
de queijo, uma vez que a sua conversdo em glicose e galactose permite uma melhor
aplicacdo na industria de alimentos, agregando valor ao soro, o qual transita de
rejeito a co-produto.

A hidrélise da lactose do soro de queijo e derivados pode ser realizada por
acido ou tratamento enzimatico com B-galactosidase. Segundo HATZINIKOLAOU et
al. (2005), o processo de hidrdlise &cida requer o uso de acido de elevada
concentracdo e elevada temperatura, além de promover reagdes paralelas
complexas. Por outro lado, a hidrolise enzimatica depende das propriedades da
enzima, porém suas condi¢cdes de operagdo sdo mais suaves com relacdo ao pH e

temperatura, quando comparadas ao primeiro método (TOSTES, 2006).

2.4 Enzimas

As restricdes existentes na obtencdo de produtos e intermediarios de
interesse comercial podem ser associadas aos tipos de catalisadores quimicos
empregados, que sdo pouco versateis e exigem altas temperaturas para atingir
razoavel velocidade de reagdo. Além disso, possuindo baixa especificidade,
geralmente fornecem produtos de composicdo quimica mista, ou produtos
contaminados, que requerem uma etapa posterior de purificacdo (MARCHETTI,
2007; RANGANATHAN., 2008; ANTCZAK, 2009; MENDES, 2011).

As enzimas sao macromoléculas que atuam como catalisadores de alta
eficiéncia durante o transcurso das complexas reagbes bioquimicas que formam
parte do metabolismo dos seres vivos. O mercado mundial de enzimas industriais foi
estimado em US$ 2,3 bilhdes anuais e atua em trés segmentos: enzimas técnicas
(destinadas a industrias de tecidos e de produtos de limpeza), enzimas para
alimentos e bebidas e enzimas para ragdo animal. Diversas enzimas, como,
proteases, amilases, lipases, celulases, xilanases e fitases s&o utilizadas
industrialmente (MUSSATTO, 2007).

Esses biocatalizadores possuem excelentes propriedades tais como
elevadas seletividade e especificidade, que |hes permite realizar uma grande
variedade de processos quimicos sob diversas condicdes reacionais. Sua funcdo

metabolica exerce influéncia especifica sobre certas interagdes bioquimicas,
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usualmente em ambientes muito complexos - como no interior de células - e incluem
transformagbes oxidativas e conjugativas que ocorrem em altas velocidades
cataliticas e com reagdes altamente regiosseletivas e estereosseletivas (CARDOSO,
2009). As limitagbes existentes na obtengdo de produtos e intermediarios de
interesse industrial estdo associadas aos tipos de catalisadores quimicos
empregados, que sdo pouco versateis e exigem altas temperaturas para atingir
razoavel velocidade de reagdo (MENDES, 2011).

As enzimas apresentam ampla utilizagdo na industria, dividindo-se em trés
segmentos: as enzimas destinadas aos setores de alimentos, que sdo empregadas
basicamente na produgdo de xarope de aglcar invertido e de compostos
aromatizantes; as enzimas técnicas, que s&do utilizadas na formulacdo de
detergentes, produgdo de papél e celulose, manufatura de couros; e produgéio de
farmacos (MENDES, 2011).

Na indistria de alimentos sao utilizadas principalmente em processos de
maceragdo de vegetais e frutas para a produgdo de néctares e purés, no
processamento de produtos carneos (tenderizagdo), na produgdo de queijos, na
extragdo e clarificagdo de sucos de frutas e vinho, na desengomagem de fibras
naturais e na recuperagéo de oleos vegetais (COELHO, 2001). Este é o principal
mercado consumidor de enzimas, detendo aproximadamente 50% do total das
enzimas comercializadas (MENDES, 2011).

A tecnologia de enzimas & um campo multidisciplinar, e reconhecido pela
Organizagdo para a Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento (OCED) como
importante componente do desenvolvimento industrial sustentavel. Além do campo
industrial, o rapido desenvolvimento da engenharia genética, high-throughput
screening entre outros, abriu novos campos de aplicagdo. Esse desenvolvimento
tem estimulado as industrias quimica e farmacéutica a utilizarem a tecnologia de
enzimas com interesse concentrado nas areas da salde, de energia e do meio
ambiente (CARDOSO, 2009).

Diversos estudos com enzimas tém-se intensificado a fim de desenvolver e
melhorar a tecnologia enzimatica, como na area de alimentos, biocombustiveis,
farmacéutica, dentre outras (ADRIANO, 2008a; RODRIGUES, 2008; VIEIRA, 2009:
MENDES, 2011; TORRES e BATISTA-VIEIRA; 2012; BEZERRA, 2012).

As enzimas podem ser classificadas de acordo os tipos de reacdes por elas

catalisadas. Essas sdo divididas em seis classes: oxidorredutases, fransferases,



31

hidrolases, liases, isomerases e ligases (NELSON, 2002). Na Tabela 3 é mostrada a

classificacéo internacional das enzimas baseada nos tipos de reagdes por ela

catalisadas.
Tabela 3 — Classificacéo internacional das enzimas.
Classe Tipo de Reacgéo Catalisada
Oxidorredutases Transferéncia de elétrons (ions hidretos ou atomos de H).
Transferases Reagdes de transferéncia de grupos.
Hidrolases Reacdes de hidrolise (transferéncia de grupos funcionais para a
agua).
Liases Adicdo de grupos as duplas ligagbes ou formagao de duplas
ligagdes por meio de remogao de grupos.
Isomerases Transferéncia de grupos da mesma molécula para formar
isbmeros.
Ligases Formacao de ligagdes do tipo C-C, C-S, C-O e C-N por reagbes

de condensacéo acopladas a quebra de ATP.

Fonte: NELSON, 2002.

A especificidade enzimatica baseia-se nas interacdes entre a molécula do
substrato/inibidor e o sitio ativo da enzima, como, por exemplo, as ligacbes de
hidrogénio, as interacdes de Van der Waals e as interactes eletrostaticas. Isto
ocorre somente quando varias dessas interagdes acontecem simultaneamente entre
as duas moléculas (enzima e substrato/inibidor) em uma estrutura tridimensional
(CARDOSO, 2009).

O elevado desempenho catalitico apresentado por essas proteinas em
condicbes brandas de reacdo (temperaturas amenas, pH neutros e meio
aquoso/organico), as torna atraentes para aplicagdes em processos industriais. Isto
possibilita o uso de reduzidas quantidades de enzima no reator em relagdo ao
volume total a processar. Este procedimento permite uma consequente reducéo de
custos fixos e variaveis em relacdo aos catalisadores quimicos tradicionais
(SANTOS, 2011). Para Mendes (2011), a grande desvantagem da utilizagdo de
enzimas na forma sollvel é a sua separacio para posterior aplicacdo, assim como a

contaminagao do produto desejado, pois enzimas sdo compostos soluveis em agua.
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Para que o processo enzimatico se torne mais eficiente em relacéo ao reuso
do catalisador, faz-se necessario o encapsulamento enzimatico, manutendo as
condi¢cdes otimas da enzima, menor interferéncia de inibidores e maior estabilidade
operacional (SANTOS, 2011). Desta forma, técnicas de imobilizagdo tém sido
empregadas com o objetivo de reutilizar as enzimas. Esta estratégia também é uma
importante ferramenta para estabilizar e reduzir a inativagédo por distor¢do da sua
estrutura nativa por influéncia da temperatura, pH e de solventes organicos, o que

pode ser atrativo para a aplicagdo de enzimas no setor industrial (MENDES, 2011).

2.4.1 Neutrase

Proteases (EC 3.4.21-24) representam um dos maiores grupos de enzimas
industriais com demanda crescente do mercado, devido a suas aplicacdes na
industria, na biotecnologia, na medicina e em outras areas de pesquisa. Hoje em dia,
proteases brutas s@o comercialmente disponiveis e amplamente utilizadas na
industria de alimentos para preparar hidrolisados proteicos com propriedades

nutricionais e funcionais amplamente melhoradas (VIOQUE, 2000).

Neutrase®, uma endoprotease bacteriana produzida por Bacillus subtilis
apresenta um interesse consideravel devido a uma grande variedade de aplicacoes
possiveis, por exemplo, na produgdo de proteinas para alimentos funcionais, na
hidrélise de feijéo (LI, 2005), de gluten de milho (APAR, 2007), da proteina do soro
de queijo (SHIN, 2007), da tilapia (RAGHAVAN, 2008), e de soja (BAO, 2008), para
a melhoria da textura e propriedades sensoriais de laticinios (KUMAR, 2000), na
sintese de peptideos em meio organico (CLAPE’S,1997), como hidrolisados de
proteinas com baixo teor de fenilalanina que sdo importantes para a industria
quimica e industrias farmacéuticas. Além disso, a neutrase pode ser utilizada como
uma fonte potencializadora de atividade antioxidantes de origem natural e ampliar a
informag&o sobre o mecanismo de seu efeito antioxidante (DRYAKOVA, 2010) e
anti-inflamatério (SENEVIRATHNE, 2010).

Ou et al. (2010) estudaram os efeitos dos hidrolisados de proteinas de soro

de leite concentrado (WPC) por neutrase na absorcao de ferro, utilizando a digestao
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in vitro, aumentando significativamente a absor¢cdo do mineral, para 12,8%, em
comparagdo a 3,8% no controle, onde outras enzimas, como a alcalase,
apresentaram resultados negativos. Peptideos inferiores a 10 kDa e acido aspartico,
serina, acido glutamico, glicina, cisteina, histidina, prolina podem ser contribuintes

para esta melhoria.

| Vijaya et al. (2002) avaliaram o efeito da hidrolise enzimatica de leite usando
neutrase no crescimento de cepas probiéticas de Bifidobaterium bifidus, observando
uma consideravel alta na taxa de crescimento desta cepa. Um aumento de
aproximadamente 60% de melhoria da viscosidade, bem como um aumento de
producao de compostos volateis que melhorou o flavor do produto, quando utilizado
leite hidrolisado pela neutrase em comparacdo ao controle que ndo passou pelo

processo de hidrolise.

Zhang et al. (2010) utilizaram neutrase para a producdo de peptideos
antioxidantes de alta qualidade a partir da proteina de endosperma de arroz
desengordurado, inibindo significativamente a oxidacao lipidica, em um sistema de
emulsao de acido linoleico mais eficazmente do que a-tocoferol, e aumentou a
viabilidade de t-BHP a citotoxicidade induzida atée 74,38% (para células MRC-5) e
78,39% (por RAW264.7) a 80 pg/mL.

As condigbes da manipulagao de reacbes de hidrolise podem ser utilizadas,
em certa medida, para definir as caracteristicas dos hidrolisados finais. No entanto,
h& especificidade das enzimas que s&o usadas para determinar o tipo de peptideo
produzido e, consequentemente, as propriedades da proteina especificas do
alimento hidrolisado (SMITH, 1998).

2.4.2 L-arabinose isomerase

A enzima L-arabinose isomerase (EC 5.3.1.4) catalisa a isomerizagao in vivo
da L-arabinose em L-ribulose e in vitro de D-galactose em D-tagatose. Esta enzima

é de interesse industrial, devido ao seu potencial aplicagdo na producdo de D-
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tagatose. Atualmente, varios microrganismos foram relatados, documentados ou

patenteados como fontes desta enzima (MANZO, 2011).

A D-tagatose € um monossacarideo enantibmero da D-frutose (inversdo em
C-4) (Figura 3). Foi proposto para utilizagdo como um edulcorante alternativo porque
tem um valor energético reduzido de baixas calorias (1,5 kcal/g) (PATRA, 2009), ndo
tem efeitos glicémicos e insulinémicos (ZHANG, 2007). Ocorre naturalmente em
pequenas quantidades em goma produzidos pela arvore Sterculia setigera, bem
como pequenas quantidades em diversos alimentos tratados termicamente como o
leite bovino em po, esterilizado, chocolate quente, que é formada a partir de D-
galactose por isomerizagdo. E também encontrada numa variedade de queijos,
iogurtes e outros produtos lécte'os (MENDOZA, 2005). Tem muitos efeitos benéficos
para a saude, entre as quais podemos citar: promotoras de perda de peso (MOORE,
2006); o efeito da glicemia nulo (DONNER, 1999); reconhecida acéo prebiotica na
prevencgao da formacéo da placa dentéaria e de biofilme de microrganismos (WONG,
2000); regulagéo da flora intestinal e melhoria da gravidez e desenvolvimento fetal e
redugdo dos sintomas de diabetes tipo 2 (XU, 2011). Além disso, possuem efeito
crioprotetor antioxidante e, por conseguinte, tém sido utilizados como agente de

estabilizagéo e transporte de 6rgdos a serem transplantados (PATERNA, 1998).

Enquanto a lactose tem sido muito utilizada como um aditivo na industria de
alimentos, o seu uso sempre foi limitado, devido a sua baixa solubilidade e baixa
dogura, além de uma boa parte da populagdo mundial ser intolerante a este acucar.
Uma possibilidade industrialmente viavel para o uso de soro de leite é o
desenvolvimento de compostos de elevado valor a partir de lactose. Neste sentido, a
D-tagatose € considerada como um dos derivados com mais possibilidades para o

desenvolvimento do mercado em longo prazo (MANZO, 2011).
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Figura 2. O quarto carbono quiral em imagem-espelho da D-frutose. *Carbono quiral.

D-FRUCTOSE D-TAGATOSE
CH20H | CH 20H
C=0 C=0
HO— C*—H HO— C*—H
H— C* —OH HO— C*—H
H—C* —OH H—C* —OH
CH 20H CH 20H

Fonte: VASTENAVOND, 2012

Industrialmente, a D-tagatose é produzida quimicamente a partir de D-
galactose, que é isomerizada para a D-tagatose, em condigdes alcalinas (pH 12)
utilizando hidroxido de célcio como um agente de complexacéo. Altera equilibrio do
hidréxido de calcio na isomerizagdo entre D-galactose e D-tagatose, favorecendo a
formagdo de D-tagatose, uma vez que forma um complexo insolivel com esse
acucar a pH elevado. Tratar o residuo com dioxido de carbono libera a D-tagatose
por neutralizacdo da mistura e precipitagdo de célcio como carbonato de calcio. A
desvantagem deste processo é que todos os produtos quimicos de isomerizacéo
nao sao especificos e, portanto, conduz a formacédo de subprodutos indesejaveis,
aromas e residuos quimicos. Além disso, através desta via tem sido demonstrado
uma dogura reduzida de D-tagatose. Enquanto isso, o processo enzimatico tem
vantagens na utilizagdo de condi¢des de temperatura e pH mais suave, além de néo
formar produtos secundarios, o que indica que a reacéo de isomerizacao através da
L-arabinose isomerase (L-Al), sendo uma enzima altamente especifica (KIM, 2004),

conforme demonstrado na Figura 4 (XU, 2012).
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Figura 3. Diagrama esquematico do processo de producdo de D-tagatose da industria. D-tagatose
poderia ser fabricado por meio de métodos quimicos e biolégicos, seletivamente utilizando soro de
leite ou lactose como os materiais de partida.
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Fonte: XU, 2012.

Atualmente, varios grupos de pesquisa estdo estudando isomerizacédo
enzimatica extensivamente utilizando a enzima L-Al, mas nenhum método
enzimatico ainda desenvolvido para a producgado industrial desta cetohexose. No
entanto, a obtengcédo de D-tagatose por meio bioldgico tem certas vantagens em
relacdo aos processos quimicos tais como a utilizagdo de condigdes reacionais mais
suaves, a producdo de D-tagatose sem gerar subprodutos indesejaveis, bem como a
possibilidade de reciclar o D-galactose durante a purificagao (KIM E OH, 2005).

Finalmente, a D-tagatose tem sido utilizado como intermediario na sintese
de outros compostos orgénicos oticamente ativos, sendo também usados como um
aditivo detergente em formulacées cosméticas e farmacéuticas. Com base nestas
propriedades, D-tagatose além de ter atraido uma grande atenc@o nos ultimos anos

como um adogante de baixa caloria em substituicdo ao agucar, também foi aprovada
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como "geralmente reconhecido como seguro (GRAS)" sob os regulamentos da FDA

(MANZO, 2011), portanto pode ser utilizada na indUstria de alimentos.

2.5 Imobilizagao Enzimatica

O elevado custo de enzimas e sua baixa estabilidade frente a temperatura e
pH, fazem da estratégia de imobilizagdo em suportes solidos uma grande vantagem

na aplicagao destas em inimeros processos.

Enzimas imobilizadas sdo definidas como enzimas que estio fisicamente
confinadas ou localizadas numa certa regido do espago, com retengdo de sua
atividade catalitica e que pode ser utilizada repetida e continuamente. Enzimas
imobilizadas incluem: Enzimas modificadas a uma forma insolivel em agua por
técnicas adequadas; Enzimas sollveis isoladas em reatores equipados com
membranas de ultrafiltragdo ndo permeaveis, que retém as moléculas enzimaticas
dentro do reator, ou Enzimas cuja mobilidade foi restringida por ligacGes a outras
macromoléculas e nanoparticulas, sendo o composto resultante insoltvel em agua.
Imobilizagdo € um termo genérico empregado para descrever a retencdo de uma

biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico (CARDOSO, 2009).

A imobilizagdo de enzimas em suportes solidos reduz o custo de processos
enzimaticos porque permitem o reuso da enzima (catalizador de elevado custo), pois
facilita a separagdo da enzima do meio reacional. Além disso, a imobilizacdo pode
promover estabilizagdo da enzima quando comparada a sua forma nativa, reduzindo

sua degradagéo a variagdes de temperatura e pH.

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizagdo de enzimas, ndo ha um método aplicavel para todas as enzimas.
Portanto, para cada aplicagéo de uma enzima imobilizada é necessario escolher o
procedimento mais simples e mais barato e que resulte em um derivado com boa

retencao de atividade e alta estabilidade operacional (MENDES, 201 1).

A escolha do suporte para imobilizacdo de enzimas depende de vérias
caracteristicas que s&o importantes em sua aplicagio em processos industriais, tais

como: resisténcia mecanica e microbiana, estabilidade térmica, funcionalidade
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quimica, carater hidrofébico ou hidrofilico, facilidade de regeneracdo, morfologia

(superficie de contato e porosidade) e custo.

Quando se desenvolve um biocatalisador contendo enzima imobilizada, as
caracteristicas mais desejaveis sédo elevadas estabilidade operacional e eficiéncia
catalitica. A estabilidade operacional € uma avaliagdo da perda de atividade do
biocatalisador em bateladas consecutivas da reacao de interesse e depende de uma
série de fatores, tais como, desprendimento da enzima do suporte, obstrugédo dos
poros por impurezas ou produtos secundarios e perda de suporte por atrito ou
dissolugdo (SOARES, 2000). A eficiéncia catalitica € a razéo entre as unidades de
atividade enzimatica, medida no suporte apos imobilizacdo da enzima, e as
unidades de atividade oferecidas ao mesmo. Baixos valores de eficiéncia catalitica
podem estar relacionados a mudangas conformacionais na enzima durante a
imobilizacdo ou a propriedades fisicas e quimicas do suporte, as quais podem
mudar a afinidade da enzima pelo substrato e torna-la menos acessivel para o
mesmo. A eficiéncia catalitica pode também ser seriamente diminuida por causa de
restricbes difusionais, as quais sdo limitagdbes comuns em biocatalisadores
insolaveis (BLANCO et al., 2004).

Os varios métodos de imobilizagdo empregados baseiam-se nas ligagoes
fisicas e quimicas entre a biomolécula e o suporte. Os mais utilizados sao: adsorgéo
fisica (interacOes hidrofobicas e de Van der Waals) e quimica (ligacdo covalente e
ibnica), imobilizagdo por confinamento em matriz ou microcapsula e ligagédo cruzada.
Esses métodos sdo sumarizados na Figura 5 (CARDOSO et al., 2009).
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Figura 4. Principais métodos de imobilizagio de enzimas.
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Fonte: CARDOSO, 2009.

A imobilizacéo de enzimas pode ser feita in batch ou in situ. No processo in
batch, a enzima é primeiramente imobilizada sobre o suporte cromatografico e, em
seguida, empacotada na coluna. J& no processo in situ, a enzima é imobilizada
diretamente na coluna previamente empacotada. Alguns estudos de comparacéo
entre os dois modos na imobilizagao da Penicilium G-acilase (PGA), utilizando varios
suportes derivados de silica, demonstraram que os melhores resultados em termos
de quantidade de PGA ligada foram obtidos pela técnica in situ. Observou-se, ainda,
que durante o processo /n batch a atividade catalitica pode ser diminuida (CALLERI,
2004).

A imobilizagdo por encapsulagdo pode ser obtida pelo envolvimento das
enzimas por membranas semipermedveis, ou por micelas reversas formadas por
surfactantes. As enzimas permanecem livres em solugdo, mas em um espacgo
restrito (CARDOSO,2009). Consiste na retencéo fisica da enzima nas cavidades
internas de uma matriz sélida porosa constituida geralmente por polimeros
entrecruzados como poliacrilamida, gelatina, alginato, carragenana, resinas de
poliuretano e silanos. As principais vantagens da encapsulacdo de enzimas referem-
se a grande area superficial para contato do substrato e da enzima no interior de um
volume relativamente pequeno, e a possibilidade de imobilizacdo simultanea de
diferentes enzimas em uma Unica etapa. Como principais desvantagens, tém-se: a
restricdo de que os biocatalisadores podem ser aplicados somente com substratos

de baixa massa molecular; a possivel inativagao da enzima durante o procedimento
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de imobilizagdo; a alta concentragdo de enzima necessaria para garantir a
encapsulacao e, os possiveis efeitos de difusdo de substratos e/ou produtos no
interior da matriz porosa (MENDES, 2011).

A imobilizacao por ligacdo covalente baseia-se na ativagao de suportes
com a insercdo de grupos reativos que reagem com os grupos nucleofilicos da
enzima. Para Cardoso (2009), envolve a formacgéo de ligagées covalentes entre os
grupos funcionais presentes na superficie do suporte e os grupos funcionais dos
residuos de aminoacidos da enzima [(NH;) da lisina e arginina, o CO;H do acido
aspartico ou glutamico, o (OH) da serina ou tionina e o grupo (SH) da cisteinal.
Nesse procedimento estdo envolvidas duas etapas quimicas: na primeira, 0s grupos
funcionais do suporte (aminbalquila, aminoarila, 3-glicidoxipropil-carboxila, etc) sédo
ativados por reagentes especificos como, por exemplo, o glutaraldeido, que introduz
um grupo carbonila, susceptivel a reagbes com os grupos nucleofilicos da enzima.
No caso de formacdo de bases de Shiff, estas sdo reduzidas, quando necessario,
utilizando-se reagentes, como o cianoboroidreto de sodio, o tetraidroborato de soédio

ou o boroidreto de sodio.

Os grupos imino presentes em suportes aminopropilados também podem ser
eliminados utilizando-se carbonato de N-N'-disuccinimidila (DSC) ou do suberato de
N-N'-disuccinimidila (DSS) como agentes ativadores ou, ainda, pela introducdo de
cadeias carbdnicas longas entre o suporte aminopropilado e a enzima a fim de
aumentar a hidrofobicidade do reator com a enzima imobilizada(CARDOSO, 2009).

O grupo carboxila introduzido a superficie do suporte através dos reagentes
€ altamente susceptivel a reacbes com os grupos nucleofilicos da enzima, favore-
cendo a reacao. O processo de silanizagao € realizado para introduzir um espacador
entre a enzima e o suporte. Uma solucédo de 3-aminopropiltrietoxissilano (APTS), ou
outro reagente silanizante, reage com os grupos hidroxilas ou silandis do suporte.
Os grupos aminopropila servem, entdo, para a imobilizagao da enzima (CARDOSO,
2009).

A imobilizagao por ligagao cruzada é livre de suporte, e as enzimas estao
ligadas umas as outras, ou a proteinas inativas (gelatina, albumina), formando uma
estrutura tridimensional complexa. Pode ser obtida via métodos fisicos ou quimicos.

Quando obtidas por métodos quimicos s&o resultantes das ligacbes covalentes entre
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as enzimas e s&do favorecidas pelo uso de agentes bi- ou multifuncionais. Como
desvantagens do método estdo a baixa retengéo da atividade e a baixa estabilidade
mecanica, que dificulta sua aplicagdo industrial, além de pouca reprodutiblidade.
Como alternativas ao método convencional foram desenvolvidos os métodos por
ligagédo cruzada utilizando enzimas cristalinas (CLEC - cross-linked enzymes
crystals) e o método de formagdo de agregados fisicos, por precipitacédo, e
subseqlente entecruzamento (CLEAs - cross-linked enzyme aggregates) das
enzimas do agregado (SHELDON, 2012). Para o autor, o uso dos CLEAs tem
atraido a atencéo, por sua simplicidade, extensa aplicagdo, alta estabilidade e
preservacao da atividade.

Na imobilizagdo por adsorgéo fisica a enzima fica retida na superficie do
suporte insolGvel que se encontra em meio aquoso, através de interagées de Van
der Waals, interagées hidrofébicas, ligagées de hidrogénio e interactes especificas
(CARDOSO, 2009). As principais vantagens deste processo de imobilizacdo sdo a
facilidade e a simplicidade do processo e, além disso, a estrutura conformacional da
enzima € pouco alterada. A grande desvantagem ¢é a dessorcdo da enzima devido

as variagdes de temperatura, pH e forga i6nica (MENDES, 2011 W

Na imobilizagdo por adsorgdo iénica, a enzima se une ao suporte através
de atracOes eletrostaticas estabelecidas entre as cargas opostas presentes, tanto na
superficie do suporte, quanto da enzima. Essa unido é mais efetiva que a adsorgao

fisica, mas & inferior quando comparada com outros métodos.

2.6 Suportes de Imobilizacao

Durante o desenvolvimento de um protocolo de imobilizagdo, além da
escolha da técnica de imobilizagdo a ser utilizada, deve-se atentar para escolha do
suporte. A maior contribuicdo para o bom desempenho da enzima imobilizada &
dada pelo suporte. Se de um lado um suporte criteriosamente selecionado pode
aumentar o tempo de meia-vida da enzima imobilizada, de outro uma escolha
imprudente pode afetar adversamente nao s6 a estabilidade térmica, mas o
desempenho global do sistema (CARDOSO et al., 2009).
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Segundo Villeneuve (2000) e Freitas (2007), na sele¢do de um suporte para
uma determinada aplicagdo, devem ser analisadas suas propriedades fisicas e
guimicas, bem como a possibilidade de regeneracdo do material. As principais
caracteristicas a serem observadas na sele¢do de um suporte para uma
determinada aplicagdo sdo: area superficial, permeabilidade, insolubilidade, capa-
cidade de regeneracao, morfologia e composicdo, natureza hidrofilica ou hidrofébica,
resisténcia ao atague microbiano, resisténcia mecanica e custo, dentre outras. Eles
podem ser classificados como organicos e inorganicos, e conforme sua morfologia
em materiais porosos, ndo porosos e de estrutura de gel.

Os materiais orgéanicos, notadamente os polimeros que podem ser naturais
ou sintéticos, sdo uma classe de suportes amplamente empregados na imobilizagao
de enzimas (LOPEZ-GALLEGO, 2005). Os sintéticos exibem variedades de formas
fisicas e estruturas quimicas que podem ser combinadas para formar um suporte
ideal, porém os naturais apresentam algumas vantagens quando comparados aos
sintéticos, pois geralmente apresentam baixo custo e sdo facilmente degradados,
ndo causando danos ao meio ambiente (DALLA-VECCHIA, 2004).

Alguns exemplos podem ser encontrados na literatura, como o uso de casca
de arroz na imobilizagdo de invertase (D'SOUZA E GODBOLE, 2002) e palha de
arroz na imobilizagéo de lipase (CASTRO et al., 2001). O uso destes residuos vem,
além de gerar um produto de alto valor agregado, reduzir os custos de produgao de

enzimas imobilizadas.

2.6.1 Fibra da casca do coco verde

Um grave problema enfrentado pelo segmento da cadeia de producédo de
coco € a grande producdo de residuos. Cerca de 80% do lixo coletado na orla
maritima corresponde a casca do coco verde, consumido "in natura". Ja nas
industrias que processam agua de coco, aproximadamente 85% de toda a matéria-
prima (coco verde) que entra, sai na forma de lixo. Atualmente, este material é
enterrado em lixdes e aterros, representando um adicional de custo, ja que estas
industrias incluem-se nos chamados grandes geradores, devendo se responsabilizar

pela coleta do material residual. Ademais, a expansdo das agroindustrias
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processadoras de agua de coco representa um adicional significativo de geragao de
lixo, o que causa um problema ambiental, especialmente em grandes centros
urbanos que devem dispor adequadamente os residuos gerados (PASSOS, 2005).
Como resposta a esta demanda sécio-ambiental, algumas formas de aproveitamento
deste residuo vem sendo estudas. Os estudos de aproveitamento da casca de coco
verde e seus derivados (endocarpo, fibra e pd) variam desde sua aplicacdo
agrondmica ate a utilizagdo em processos biotecnologicos. Contudo, apesar destes
estudos, novos esforgos por geragdo de mais alternativas sdo necessarios a fim de
que tal residuo, atualmente produzido em grandes quantidades, possa ter outro

destino sendo os aterros e lixoes.

Tal acdo, além de contribuir para o desenvolvimento sustentavel do Pais,
contribuira para solugdo de um problema ambiental vivenciado por cidades cuja
producgédo de casca de coco é grande, impedindo assim que seus aterros e lixdes
tenham sua vida util reduzida pela presenga de grandes quantidades deste residuo
(BRIGIDA, 2006).

Estudos de alternativas de aproveitamento de outros residuos
agroindustriais em processos biotecnologicos levaram a utilizacdo de casca de coco
verde na obtencéo de produtos de alto valor agregado. No Brasil, o coqueiro é
cultivado predominantemente no litoral da Regido Nordeste, representando 95% da
area colhida e 79% da producdo brasileira (CUENCA, 2002). Ha um grande
crescimento observado na Ultima década e tal fenémeno se deu devido a elevagéo
da demanda de coco no mercado e ao desenvolvimento de hibridos com maior
produtividade (IBGE, 2012a).

Seguindo esta linha, muitos estudos que vislumbram o reaproveitamento de
fibra de casca de coco verde tem fortalecido a preocupagdo nao somente com

impactos ambientais, bem como econdémicos e sociais.

Uma das alternativas para a casca de coco verde poderia ser o seu
aproveitamento em processos fermentativos, como a producédo de enzimas. Como a
maioria dos rejeitos agroindustriais, este material contém grande quantidade de
compostos como celulose, hemicelulose, pectina e outros, ndo havendo
necessidade de grandes complementagées nutricionais para o adequado

desenvolvimento microbiano. Estes compostos funcionam como indutores para a
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producdo de enzimas extracelulares, tais como celulases, xilanases, pectinases e
outras (COELHO, 2001). De modo geral, estes residuos agroindustriais vém sendo
progressivamente utilizados como alternativa para minimizar o impacto ambiental por
eles provocado (CORREIA, 2003).

Como outra alternativa, estudos tém demonstrado a eficiéncia da aplicagéo
deste material como suporte para imobilizacdo de enzimas, agregando valor ao
residuo agroindustrial. Uma outra vantagem acerca do uso desta matéria-prima
como suporte € a sua vasta fonte na regido Nordeste brasileira e assim redugao dos
custos do processo de produgédo de biocatalisadores (BRIGIDA, 2006; CHINELATE,
2010; BRIGIDA, 2010; BEZERRA, 2012).

Portanto, ciente desta demanda socio-ambiental de aproveitamenfo da
casca de coco verde e considerando que materiais lignoceluldsicos s&o bastante
utilizados como sorventes (HARTUNG, 2001; RAMIREZ-LOPEZ, 2003), sendo
empregado inclusive na imobilizagdo de enzimas (D'SOUZA E GODBOLE, 2002;
DEY, 2002; GOMES, 2005), este material foi utilizado para imobilizagbes em estudo.

2.6.2 Bagaco de Caju

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), o Brasil &€ o
quarto maior produtor mundial de caju com 1,6 milhées de toneladas, atras de india
(4 milhées), Nigéria (5 milhdes) e Vietna (8,4 milhdes), (PINHEIRO, 2008). No Brasil,
a agroindustria do caju no Nordeste desempenha importante fungéo em termos de
geracdo de emprego e renda e o estado do Ceara é o principal estado produtor
deste fruto (PACHECO, 2009).

O bagaco do caju, residuo proveniente da industrializagdo do pedunculo de
caju para producdo de suco, representa cerca de 40% (m/m) do peso total do
pseudofruto, que por sua vez ndo apresenta valor comercial sendo geralmente
rejeitado pela industria local (FERREIRA, 2004; MATIAS, 2005).

O bagaco de caju, como rejeito industrial, vem sendo pesquisado na
condicdo de suporte para imobilizacdo tanto de enzimas (CHINELATE, 2010;
SANTOS, 2011; BEZERRA, 2012) como tambéem de microorganismos (PACHECO,
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2009; GONDIM, 2010), necessitando-se de proceder um tratamento com acido e

basico para remogéo das frages de hemi-celulose e lignina, respectivamente.

2.6.3 Quitosana

Dentre os diferentes suportes organicos naturais empregados na
imobilizagcdo de enzimas, destaca-se a quitosana. A aplicacéo de quitosana como
suporte para a imobilizagdo de enzimas se deve as suas diferentes configuragdes
geomeétricas como pd, escamas, hidrogéis, membranas, fibras e oufras, além da
presenca de diferentes grupos funcionais, como hidroxila e amino, que permitem a

utilizag&o de diferentes métodos de imobilizagdo.

A quitosana (Figura 6a) & um polissacarideo linear de origem na
desacetilagdo da quitina (Figura 6b), um dos polimeros mais abundante na natureza,
depois da celulose (Figura 6¢) (KUMAR, 2000; TSIGOS, 2000). As carapacas de
crustaceos sao residuos abundantes e rejeitados pela indUstria pesqueira que, em
muitos casos, as consideram poluentes. Sua utilizagdo reduz o impacto ambiental
causado pelo acimulo nos locais onde é gerado ou estocado. Este biopolimero
possui uma estrutura molecular quimicamente similar a da celulose, diferenciando-se
somente nos grupos funcionais (KRAJEWSKA, 2004). Grupos hidroxilas (OH) estao
presentes na estrutura geral desses biopolimeros, mas a principal diferenca entre
eles &€ a presenga de grupos amino (NHz) na estrutura da quitosana. Este
biopolimero é sollvel em meio acido diluido, formando um polimero catidénico, com a
protonagao do grupo amino gerando o ion NHs", que confere propriedades especiais

diferenciadas em relagéo, por exemplo, as fibras vegetais (BERGER, 2004).

As propriedades fisicas e quimicas da quitosana sdo em funcdo do grau
médio de desacetilacdo e da massa molar média. Na presenca de solugées diluidas
de acidos, a quitosana se comporta como um polieletrélito catiénico, constituido de
copolimeros de 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-acetamido-2-desoxi-D-
glicopiranose de composicédo variavel em fungéo do grau médio de acetilacdo. A
quitosana € insollivel em agua, mas se dissolve em solugdes aquosas de acidos
organicos, como acético, formico, citrico, além de acidos inorganicos como Aacido

cloridrico, resultando em solugées viscosas (MENDES, 2011 ).



46

Figura 5. Estrutura dos biopolimeros quitosana (a), quitina (b) e celulose (c).
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Fonte: MENDES, 2011.
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De acordo com Adriano (2008b) e Mendes (2011), a quitosana € um dos
principais compostos empregados na sintese de hidrogéis, juntamente com outros
polimeros como alginato, carragenana, alcool polivinilico, gelatina e outros.
Hidrogéis sdo estruturas poliméricas tridimensionais capazes de adsorverem
grandes quantidades de agua ou fluidos biolégicos. Estas matrizes s&do insoltveis
em agua devido a presenca de pontos de reticulagdo quimica ou fisica (BERGER,
2004). Este fato se deve aos grupos ionizaveis presentes na estrutura dos
biopolimeros como os grupos amino, carboxilatos, sulfatos e hidroxilas que possuem

afinidade com a molécula de agua.

O emprego de quitosana como suporte em imobilizagbes torna-se uma
opg¢ao atrativa, por apresentar uma maior afinidade por proteinas que sua precursora
e por apresentar um maior numero de grupos aminas livres reativos em sua
molécula (HIRANO, 1996). No entanto, a maior quantidade de grupos aminas livres
reativos e, sobretudo, o menor teor de grupos N-acetil (<40%), também confere
maior solubilidade a quitosana em solugées com pH abaixo de 6,5 Essa propriedade
nao é desejavel, uma vez que diversos meios de produgéo industrial possuem pHs
baixos e a insolubilidade do suporte € uma condi¢do imprescindivel para o sucesso
da aplicacdo da enzima imobilizada. Nestes casos, uma das mais interessantes
caracteristicas da quitosana é sua versatilidade para modificagbes quimicas. A
presenga de grupos amino propicia inimeras modificagdes quimicas da superficie
do polimero. A dissolugéo de tripolifosfato de sédio (NasP3040) em uma solugédo de

quitosana induz uma reticulagado iénica entre os ions tripolifosfato (TPP) e os grupos
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amino protonados da quitosana (KRAJEWSKA, 2004), prevenindo assim, que o
polimero seja dissolvido em meio &cido, além de adicionar grupos fosfatos (LAUS,
2006).

Diante disto, o aproveitamento destes materiais na utilizagdo como suportes
serao pesquisados neste trabalho na efetiva imobilizagdo das enzimas neutrase e I-
arabinose isomerase para a produgdo de biocatalisadores, baseado na sua ampla

disponibilidade.

2.7 Modificagao Quimica dos Suportes

Dado que o desejado é a interagédo enzima-suporte, a escolha dos grupos
reativos na enzima deve recair sobre os grupos amino terminais ou grupos lisina
residuais devido a sua reatividade. A maioria das proteinas apresenta alguns
residuos de lisina os quais geralmente ndo estdo envolvidos no sitio ativo da
enzima. Grupos amino s&o polares e estes ficam geralmente expostos para o meio
na superficie da proteina e, quando desprotonados, sdo muito reativos e, mesmo
sem prévia ativagédo, atuam como agente nucleofilico contra atomos com carga

parcial positiva localizada na superficie do suporte. (ADRIANO, 2008b).

O método de ativagdo do suporte mais adequado deve ser aquele que
produza grupos aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar
impedimento estérico. A principal vantagem de se utilizar grupos aldeidos deve-se a
reversibilidade da ligacdo amino-aldeido, que facilita a imobilizacdo da enzima sem
causar importantes distorgées na estrutura protéica, enquanto reagem
reversivelmente com grupos amino da enzima (ADRIANO, 2008b).

Os grupos aminos podem reagir com varios grupos laterais das proteinas,
como hidroxila, carbonila, amino e sulfidrila. Sua caracteristica é a alta reatividade
dos grupos aldeidicos com aminas primarias inclusive a pH inferiores a dos grupos
aminos da enzima. Estes grupos sdo capazes de imobilizar proteinas através de
bases de Schiff em uma larga faixa de condigdes (baixas temperaturas e curto
tempo de contato enzima-suporte), inclusive utilizando suportes com baixo grau de
ativagcdo (CARDIAS, 1999).
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A ativagdo de suportes via epoxidos (glicidol e epicloridrina) de um modo
geral se da em duas etapas: na primeira ocorre a esterificagdo do suporte com o
epoxido, resultando em grupos gliceril, e na segunda a oxidag&o com periodato de
sodio, de onde resultam grupos aldeido, entretanto com epicloridrina, sdo gerados
também grupos oxirano (ADRIANO, 2008b). Para o mesmo autor, os grupos
epoxidos sdo muito estaveis e, por isso, a obtencdo de suportes contendo uma
elevada densidade de tais grupos é absolutamente factivel. Estes suportes podem

ser ativados com uma densa camada de grupos reativos.

O glutaraldeido é o dialdeido mais popular empregado para a ativagdo de
suportes para imobilizar enzimas (GUISAN, 2006) e tem sido extensivamente citado
como agente ativador de matrizes para imobilizagdo de enzimas e proteinas. Apesar
de sua reagdo com grupos amino primarios para promover reticulagéo covalente ter
sido explorada em varias circunsténcias, o mecanismo preciso dessa reagao e a
estrutura dos componentes quimicos formados ndo foram ainda conhecidos em
detalhe.

No caso da quitosana, por exemplo, esta modificagdo quimica, tem como
objetivo aumentar a resisténcia mecénica, alterar a hidrofibicidade,
biocompatibilidade e estabilidade quimica tornando-a mais resistente (VIEIRA,
2004). Para ativagdo de diversos suportes, varios agentes bifuncionais tém sido
utilizados como por exemplo: epicloridrina, glutaraldeido, glicidol (ADRIANO, 2008a;
RODRIGUES, 2008; MENDES, 2011, BEZERRA, 2012). Glutaraldeido reage com
aminos da quitosana e consequentemente, esses grupos ficam disponiveis em
menor quantidade para a formagdo de complexos e sua capacidade de adsorgao
diminui (MATEO, 2006). Embora, glutaraldeido continue sendo o mais barato e
versatil, uma vez que usando baixa forga ibnica, a natureza catidnica da superficie
permite a rapida imobilizagao idnica das proteinas, algumas enzimas sao inativadas
por este reagente, muito provavelmente, por conta dos residuos do sitio ativo ser
modificado (GUISAN, 2006).
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um protocolo de imobilizagdo da
enzima Neutrase ® utilizando fibra da casca de coco verde (FCV), bagaco de caju
(CAB) e quitosana (QUIT). A FCV foi utilizada em quatro tratamentos diferenciados.
Em contrapartida, o CAB foi preparado por tratamento acido e alcalino para remover
a hemicelulose e lignina, respectivamente. Para a QUIT, um biopolimero de facil
obtengdo, fora utilizada em concentragdes de 2,5% e 50% (p/v). Ambos os
suportes foram ativados com glicidol, glutaraldeido, e epicloridrina. Neutrase (5,1 mg
enzima.g de suporte™) foi adicionada ao suporte ativado e manteve-se sob agitacéo
a 25°C durante 3h. As atividades de Neutrase soltvel e imobilizadas foram avaliadas
por analise espectrofotométrica a 700 nm de acordo com o ensaio de TCA-Lowry.
Os derivados foram analisados quanto ao rendimento da imobilizagéo (RI), atividade
recuperada (ARec), tempo de meia-vida (t2) e fator de estabilizagdo térmica (FE),
comparado com a enzima soltvel. Para FCV lavada, o melhor Rl foi de 79,45% e
63,40% de ARec, apresentando FE quatro vezes maior que a enzima neutrase
soluvel, quando ativada com glutaraldeido. A CAB ativada com epicloridrina,
apresentou melhor RI de 96,31% e 50,22% ARec. Os suportes de QUIT-2,5%
ativados com glutaraldeido apresentaram melhores resultados de Rl de 75,44%,
91,12% de ARec e FE cinco vezes maior que a enzima sollvel, sendo avaliadas
também suas estabilidades operacionais com queda de até 41% apos 10 ciclos.

Palavras-chave: Neutrase, imobilizagdo, fibra de coco verde, bagago de caju,

quitosana.
ABSTRACT

The aim of this work was to develop a Neutrase immobilization protocol using green
coconut fiber (FCV), cashew apple bagasse (CAB) and chitosan (QUIT). The FCV
was used in four different treatments. In contrast, the CAB was prepared by acid and
alkaline treatment to remove the hemicellulose and lignin, respectively. The QUIT, a
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biopolymer easily obtained, had been used 2.5% and 5,0% concentrations. Both
supports were activated with glutaraldehyde glycidol and epichlorhydrin. Neutrase
(6,1 mg enzima.g supporting-1) was added to activated support and kept under
stirring at 25°C for 3h. Soluble and immobilized Neutrase activities were essessed by
spectrophotometric analysis at 700 nm according to the TCA-Lowry assay. The
derivatives were analyzed when the yield of immobilization (Y1), activity recovered
(ARec), half-life (t 72) and thermal stabilization factor (SF) at 60°C, compared to
soluble enzyme. For FCV washed best Y| 79.45% and 63.40% of ARec presenting
SF four times more than the soluble enzyme Neutrase when activated with
glutaraldehyde. For CAB activated with epichlorhydrin, showed better Rl 96.31% and
50.22% AREC. Supporters of QUIT-2, 5,0% activated glutaraldehyde showed better
results of IR 75.44%, and 91.12% of Arec and SF five times greater than the soluble
enzyme, and also evaluated their operational stabilities down to 41 % after 10 cycles.

Keywords: Neutrase, immobilization, coconut fiber, crushed cashews, chitosan.

1. INTRODUGAO

Apesar de existirem milhares de enzimas conhecidas e de seus multiplos
usos, somente algumas se converteram em catalisadores de processos industriais.
Esta escassez de processos enzimaticos em escala industrial &€ o resultado da
auséncia de estudos integrais que solucionem os problemas existentes quando se
propbe o projeto de uma reacdo enzimatica. A modulagdo das propriedades das
enzimas, através da imobilizacdo em diferentes suportes, com diferentes métodos
de ativagdo e em diferentes condicbes de imobilizagdo, constitui uma alternativa
tecnoldgica que contribui para solucionar ou atenuar os efeitos negativos das
propriedades enzimaticas, possibilitando a sua utilizagdo em um maior nimero de
processos (CARDIAS, 1999).

O aumento dos esforgos na pesquisa e no desenvolvimento de novos
derivados vem permitindo a substituicdo de algumas rotas de sintese tradicionais por
rotas enzimaticas com menor custos de producdo e maior rentabilidade para as
industrias (SCHMID, 2002).

As enzimas por atuarem sob condicbes suaves e por serem de estruturas
altamente complexas e, geralmente, frageis sob condi¢cbes adversas podem inativar-
se, ou seja, perderem sua capacidade de catalisar reagdes (TARDIOLI, 2003). Dai a

necessidade da imobilizacdo, que possibilita a sua reutilizagdo e aumenta a
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resisténcia mecanica, o que permite a reacdo em diferentes condicbes de
temperatura e pH.

A imobilizagcdo de enzimas consiste na sua confinagdo a uma regiéo restrita,
garantindo a retencéo da atividade catalitica, e assegurando a possibilidade da sua
utilizacao de forma repetida ou continua (AIRES-BARROS E FERNANDES, 2003).

A Neutrase® & uma protease que hidrolisa proteinas do soro do leite,
subprodutos altamente poluentes e descartados na industria de laticinios, assim,
destinando a um fim mais nobre para estes subprodutos. Segundo Richards (1997),
a relagao entre a quantidade de queijo produzido e soro do leite é de 1:10. De
acordo com Gonzalez Siso (1996), este derivado lacteo tem 0,7-0,9% de proteinas
soltveis. Dos componentes presentes no soro, a lactose e proteinas solGveis s&o os
mais importantes. As proteinas possuem alto valor nutricional, pois contém todos os
aminoacidos essenciais (FERREIRA, 1997), que sao facilmente digeridos e com um
alto poder nutricional. Essa grande quantidade de aminoacidos torna o soro do leite
de interesse para industria alimenticia, por poderem utilizar para aumentar o valor
nutricional de proteinas de cereais de baixa qualidade (PONSANO, 1992).

A hidrolise do soro do leite por proteases possui vantagens a serem
empregadas para fins alimenticios, no qual ha um melhoramento nutricional e
funcional, podendo sua mistura composta de peptideos e aminoacidos livres, ser
utilizada na preparacéo de formulas alimenticias infantis, produtos farmacéuticos e
para nutricdo esportiva (BOUDRANT E CHEFTEL, 1996). Outro beneficio trazido
pela hidrolise das proteinas do soro do leite por proteases é a reducdo das
propriedades alergénicas, obtido pela hidrélise das proteinas a-lactoalbumina e B-
lactoglobulina (SCHMIDT E POLL, 1991).

Considerando o alto custo de alguns suportes comerciais disponiveis,
estudos foram intensificados a fim de obté-los mais baratos. Alguns trabalhos tém
relatado o uso de residuos agroindustriais como suportes de imobilizacdo para a-
amilase (DEY, 2002), invertase (D'SOUZA E GODBOLE, 2002) e lipase (BRIGIDA,
2008). Estes estudos mostraram que os residuos agroindustriais constituem uma
fonte de matéria-prima adequada para uma matriz de imobilizac&o.

Dentre os residuos agroindustriais pode-se destacar a fibra da casca de
coco verde, o bagaco de caju e a quitosana pelo impacto econdémico, social e

ambiental e quantidade gerados. No Brasil, um crescimento no mercado de agua de
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coco verde teve um impacto direto sobre o aumento da produgéo de casca de coco,
um residuo agroindustrial. Este residuo leva até sete anos para se decompor,
contribui para a propagagéo de doencgas tropicais e é responsavel pela reducdo de
vida (til e extravasamento de aterros sanitarios, devido ao descate inadequado e ao
volume ocupado, respectivamente. Em paralelo, a agroindustria do caju tem um
papel de destaque na economia nos Estados do Nordeste Brasileiro, o bagaco de
caju (CAB) - um subproduto da industria de suco de caju - aparece como uma
alternativa para a imobilizagdo da enzima devido ao seu contetdo lignoceluldsico.
CAB representa aproximadamente 20% do peso total de pedtnculo (SANTOS, 2007,
ROCHA, 2009) e tem sido referida como uma matriz de imobilizagcdo por
Saccharomyces cerevisiae (PACHECO, 2009). Ja a quitosana é um biopolimero
soluvel em meio acido diluido, formando um polimero catiénico, com a protonagéo
do grupo amino gerando o ion NH;", que confere propriedades especiais
diferenciadas em relacéo, por exemplo, as fibras vegetais (BERGER, 2004).

Por conseguinte, o objetivo do presente trabalho foi o de avaliar o potencial
de CAB, fibra de coco verde e da quitosana como suporte para a imobilizagéo de
Neutrase®, que atrai um interesse consideravel devido a uma grande variedade de
aplicagbes possiveis, por exemplo, na produgdo de proteinas de alimentos
funcionais, na melhoria da textura e propriedades sensoriais de produtos lacteos e
na sintese de peptideos em meio organico (ORTEGA, 2009; NEJAD, 2010).

2. MATERIAL E METODOS

A quitosana em pé com grau de desacetilagdo de 85,9% utilizada neste
trabalho foi adquirida da POLYMAR IND LTDA, Fortaleza, Ceara. O bagago do caju -
cashew apple bagasse (CAB) - Anacardium occidentale L., sem nenhum tratamento,
foi gentilmente cedido por Jandaia Sucos do Brasil S/A (Ceara, Brasil). As fibras de
coco verde foram obtidas de cascas de coco verde através de um processo
desenvolvido pela Embrapa Agroindustria Tropical (CNPAT/EMBRAPA), Ceara,
Brasil.

Os reagentes glicidol, epicloridrina, butirato de metila e caseina foram
adquiridos pela Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). Glutaraldeido foi

adquirido da marca Vetec (Sao Paulo, Brasil). A Neutrase® foi gentilmente doada
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pela Novozymes LatinAmerica Ltda. Todos os outros reagentes e solventes sdo de

grau analitico.

2.1 Preparo dos suportes

Fibra de coco verde:

O processo de obtencdo da fibra de coco consistiu em submeter a casca de
coco verde a trituracdo, seguida de prensagem e classificagcdo (BRIGIDA, 2008),
conforme Figura 7. Nesta pesquisa, utilizou-se de fibras de coco verde em quatro
tratamentos: a fibra de coco bruta foi utilizada na forma que ela sai dos moinhos; a
fibra de coco lavada passa pelo processo de lavagem em agua destilada para fins
de retirada dos residuos de p6 e outras impurezas; fibra de coco oxidada com
peroxido de hidrogénio, H,O, (BRIGIDA, 2010); e a fibra de coco verde tratada
termicamente, conjuntamente a um tratamento alcalino.

O tratamento de oxidacao teve como objetivo, além da deslignificagéo da fibra
de coco verde, formar grupos catiénicos a superficie da mesma, aumentando assim
seu potencial de ligacbes covalentes durante as ativacdes. Para cada 2 gramas de
fibra de coco, adicionou-se 40 mL da solugdo de NaOH e H;0,, sob agitacdo a
temperatura aproximada de 85°C, durante 2 horas. Apos este tratamento, submeteu-
se a fibra oxidada a sucessivas lavagens com agua destilada para retirar o excesso

de solugbes oxidantes e posterior secagem em estufa a 60°C (BRIGIDA, 2010).

A fibra de coco tratada termicamente em autoclave teve por objetivo a
deslignificagdo da fibra em presenca de solugido alcalina de NaOH 4% (miv), a
121°C por 30 minutos. Apés este tratamento, neutralizou-se com H3PO4 10% (m/v)
até pH 5,5, secas em estufa a 60° C até massa constante. Ap6s os tratamentos, as
fibras foram lavadas cuidadosamente com agua destilada e secas sob vacuo

durante 2 horas.
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Figura 6. Fluxograma de obtengao da fibra da casca de coco verde.
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Fonte: Brigida (2010).

Bagaco do pedtnculo do caju:

Realizou-se o tratamento do bagago de caju segundo o método utilizado por
Dragone (2007) em bagaco de malte para produgédo de cervejas, com algumas
adaptagbes. Na recepgdo da matéria-prima, realizou-se um procedimento de
lavagem e prensagem com a finalidade de remover todo tipo de poeira e impurezas

presentes na fibra do bagaco de caju. Todo material foi lavado por cinco vezes
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consecutivas na proporgéo de 1:1 (litros de agua destilada por cada quilo de fibra).
Apos a lavagem, o bagaco de caju foi seco em estufa durante um periodo de 24

horas.

Seguido da secagem, realizou-se uma trituracdo em moinho e posteriormente
peneiramento para separar as fragbes adequadas para a imobilizagdo: os tamanhos
de particulas maiores foram enviados ao processo de ftrituragdo, ao contréario

daqueles menores que foram descartados.

O fluxograma apresentado na Figura 8 descreve o procedimento utilizado

para o tratamento do bagaco de caju.

O tratamento acido teve como objetivo retirar a hemicelulose do bagaco de
caju, outorgando ao suporte melhores caracteristicas fisicas para a imobilizagao,
como por exemplo, o aumento da porosidade do material e com isto a area
superficial do catalisador. Para cada 100 g de bagaco de caju, sdo necessarios 1,5 L
de solugcdo de HCI 3% (v/v). Este procedimento de remocio da hemicelulose se
realizou em um banho termostatizado mantendo a temperatura constante e igual a
60°C durante um periodo de 2,5 horas. Posteriormente, foi necessario a separagéo
do bagaco de caju tratado da solugéo de HCI por filtracdo a vacuo. Foi necessaria a
correcao do pH do bagago de caju através da adicdo de uma solugdo tampéo fosfato
200 mM com pH 8 na proporcdo de 1:2 (m/v) durante 15 minutos de agitagdo com
baixa rotagdo. Logo da correcdo do pH do suporte, procedeu-se a secagem em
estufa a 50°C durante 24h.

O tratamento alcalino teve como objetivo a remog¢éo da lignina do suporte, com
a finalidade de expressar suas caracteristicas estruturais pois da remogéo da lignina
traduz-se em expor mais grupos hidrofilicos de carga positiva presentes na celulose,
aumentando as probabilidades de absorgao da Neutrase®, ou de grupos quimicos,
possuidores de cargas negativas. O procedimento de alcalinizacg&o foi realizado sob
agitagao a 120 rpm e 30°C por 24 h. O tratamento de deslignificagdo com base KOH
2% (m/v) foi na mesma proporgéo utilizado no tratamento &acido, considerando-se
também os mesmos fatores para otimizar a mistura, ou seja, para cada 100g de
bagago utilizou 1,5 L de KOH 2% (m/v). Posteriormente, filtrou-se o bagaco tratado e
neutralizou-se com solugéo tampao acetato de potassio 200 mM de pH 4,0. Depois o
material foi lavado com agua. Uma vez lavado, foi seco em estufa a 50°C, triturado

em liquidificador e por ultimo submetido a um ensaio de peneiramento, em peneiras
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com diametro de poros entre 0,84 e 0,35 mm para obtengéo do bagago no tamanho
desejado.

Figura 7. Tratamento do bagago de caju.

Matéria-prima (bagaco de caju)
Tratamento com Agua Corrente

_Tr-at'amen:tb com HCI 3% (v/v)

T ra=ta'menjto:éém KOH 2% (m;’ir}

Fonte: Adaptado de Dragone (2007).

Quitosana 2,5% e 5,0% (m.v"):

Uma massa de 5g (2,5%) e 10 g (5,0%) de quitosana em p6 foram
dissolvidos em solugédo de acido acético 5% (v/v) e deixada em homogeneizacéo por
45 minutos.
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O sistema solubilizado foi adicionado lentamente e sob agitagdo constante a
1,8L de solucdo de NaOH 0,1M.

Apos 4h de agitagéo, o sistema foi colocado em repouso por 24h. Apés este
tempo as particulas foram lavadas com agua destilada até sua neutralidade, sendo
em seguida, seco por filtracdo a vacuo. Esse procedimento foi feito de acordo com o

preconizado por Adriano (2008b).

2.2 Ativacao dos Suportes

Antes da imobilizagdo da enzima, os diferentes suportes investigados neste
trabalho foram ativados com glicidol, glutaraldeido ou epicloridrina que produza
grupos aldeidos moderadamente afastados do suporte para evitar impedimento
estérico. A principal vantagem de se utilizar grupos aldeidos deve-se a
reversibilidade da ligacdo amino-aldeido, que facilita a imobilizagdo da enzima sem
causar importantes distorcbes na estrutura protéica, enquanto reagem

reversivelmente com grupos amino da enzima (ADRIANO, 2008b).

Alivacdo com qglutaraldeido:

Para a ativagdo com glutaraldeido, utilizou-se uma concentracdo de
glutaraldeido 5,0% (v/v), adicionados a um grama de suporte em solugdo tampao
fosfato de potassio 100 mM de pH 8,1 durante 3 horas. Uma vez ativado com
glutaraldeido, prosseguiu-se o tratamento com posterior lavagem com excesso de

agua destilada e filtrado a vacuo.

Alivacdo com glicidol:

Para a ativagdo foi utilizada % do volume de suporte de solugido contendo
NaOH 1,7 M e NaBH4 0,75 M em banho de gelo, adicionando 48% do volume final

de glicidol lentamente. Deixando-se sob agitagdo constante de 90 rpm por 24 horas.



72

Ativacdo com epicloridrina:

Em banho de gelo, 1 g de suporte diluida em 10 mL de NaOH 2M e 0,06 g de
NaBH,, adicionando-se lentamente 1 mL de epicloridrina, deixando-se a temperatura

ambiente durante 24 horas, sob agitagdo constante de 90 rpm.

2.3 Imobilizagao da Neutrase®

Uma vez ativados, os suportes foram pesados e adicionados 10 mL de uma
solugdo tampao e 0,1mL (8,8 U/mL) de solugéo da enzima Neutrase® por 3h a 25°C.
Para determinar as solucbes tampdes e pH para cada tipo de suporte, foram
realizados testes prévios e determinadas as melhores condigdes a seguir: solugao
tampao fosfato de potassio 100 mM em pH 8,1 para CAB; solugédo tampéo fosfato de
sodio 200 mM em pH 10 para a fibra de coco verde; ou solugéo tampéo fosfato de

potassio 100 mM em pH 10 para quitosana, como suportes.

2.4 Determinagao da Atividade da Neutrase®

Para determinar a atividade da protease, o procedimento de obtencdo de
atividade da Neutrase® consistiu em adicionar 0,6 mL de solugdo enzimaticaa 3 mL
de solugéo de caseina 15% (m/v) em tampé&o tetraborato 100 mM de pH 8,1, durante
5 minutos a 50°C; a reagdo era interrompida com a adicdo de 1,2 mL de TCA 17%
(m/v). A proteina ndo hidrolisada precipitava na presencga do TCA, podendo assim,
quantificar a massa de proteina que tinha sido hidrolisada pela enzima, e com isto, a

medig&o da atividade catalitica da Neutrase®.

O método escolhido para a quantificacéo da atividade enzimatica da Neutrase®

foi colorimétrico, utilizando-se 1 mL do sobrenadante centrifugado da reacdo de
hidrélise, junto com 3 mL de carbonato de s6dio 2% (m/v) e 1 mL de solugéo Follin-
Cicocalteu’s (FC) com diluicdo de 1:2 (v/v) em agua destilada, durante 30 minutos, e
logo, realizando-se a leitura em espectrofotdmetro a 700 nm, descrito por Ortega

(2009), onde o fator de conversdo é utilizado para que a unidade da atividade
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enzimatica que hidrolisa a caseina em pH 8.1 a 50°C fiqgue em pmol/min/mL (U/mL).
Sendo 1U correspondente a 1umol de tirosina produzida por minuto em 1 mL de

extrato.

Com o valor da absorbancia medido pelo espectrofotometro se obteve a

concetragao de tirosina [Tyr] (produto da hidrélise), pela equagéo (1):

abs —0,0332 (1 )

[Tyr] = 5,9885

Substituindo o valor encontrado pela equagéo (1) na equagao (2), tem-se a
atividade enzimatica (Ativ).

[Tyr] x Vr x 5,52
Ve XTr

Ativ =

(2)

onde Vr € o volume do reator, Ve € o volume da enzima e Tr é o tempo de reacéo.

A fim de avaliar o processo de imobilizacdo, quantificou-se a atividade
hidrolitica da solugdo de enzima oferecida ao suporte (A7 = atividade no tempo
zero), do sobrenadante ao final do processo (A - atividade tedrica de imobilizacéo)
e do derivado obtido (AAP - atividade aparente do derivado). A partir destes dados
foi possivel calcular a atividade recuperada e o rendimento da imobilizacédo: o
rendimento de imobilizagéo (RI) e atividade recuperada (ARec) foram calculados
segundo as equagbes a seguir. Rl é definida como o percentual de atividade
enzimatica que desapareceu no sobrenadante e imobilizadas no suporte (equagéo
3). ARec ¢ a relagao entre a atividade da enzima aparente, obtida pela medida direta
da atividade do derivado e a diferenca entre atividade no sobrenadante antes e
depois da imobilizacdo (equacdo 4), que pode ser considerada como atividade
tedrica derivada (RODRIGUES, 2008).

RI = 2IL x 100 (3)
ATO
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ARec (%) = 255 x 100 (4)

2.5 Ensaios de Estabilidade Térmica

Amostras de Neutrase® livre ou imobilizadas foram incubadas em tampé&o
fosfato de sédio de 100 mM em pH 8,1 a 60°C (ORTEGA, 2009). Periodicamente,
aliquotas foram retiradas e as suas atividades residuais, analisadas. A constante de
desativagdo térmica para cada derivado foram calculados de acordo com o modelo

de ordem-1proposto por Belver (2008). A atividade da enzima imobilizada através de

meétodo colorimétrico.

a = e—kdxt (5)

Calculou-se o tempo de meia vida da enzima (t'2) que & definido como o
tempo necessario para que ocorra uma redugdo de 50% da atividade inicial,
expresso em unidade de tempo, a partir da Equagéo 6, utilizando o parametro Kd

estimado a partir da equacéo 5:

= kdx(-w) (6)

Calculou-se também o Fator de Estabilizacdo (FE) da enzima imobilizada,
tendo os valores do tempo de meia vida da enzima sollvel e do derivado é possivel
calcular o fator de estabilizagdo da enzima imobilizada. O fator de estabilidade é
definidoc como a razdo entre os tempos de meia vida do derivado e da enzima

soltuvel conforme equacgéo 7:

t¥ derivado

FE = (7)

ti% enzima solavel
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sendo, FE é o fator de estabilidade, t% derivado é o tempo de meia-vida do derivado

e t2 enzima sollvel é o tempo de meia-vida da enzima soluvel.

2.6 Estabilidade Operacional da Neutrase imobilizada

Para o suporte que apresentou melhores resultados foi realizado o estudo da
estabilidade operacional submetendo o biocatalisador a 10 ciclos subsequentes a
reacdo de hidrolise da caseina. A reacao foi realizada em um reator descontinuo,

mantido a 50°C, por 5 minutos, sob agitagao constante.

2.7 Ensaios de Carga Maxima e Cinética Enzimatica

Apos a avaliagdo do melhor biocatalisador, diferentes cargas de enzima foram
imobilizadas, sendo; 15, 40, 60, 80,100, 130, 180 e 200 (mg Proteina/g de suporte).
As solugdes de enzimas foram preparadas em tampé&o fosfato de potassio 100 mM a
pH 10.

Uma massa de quitosana (1g) foi adicionada a 10 mL da solucédo de enzima, no
qual o sistema que ficou sob uma agitacdo de 30 rpm durante 3 horas a uma
temperatura de 25°C. Ao fim desse periodo o biocatalisador foi lavado com agua

destilada.

Quanto a cinética, as concentragbes de caseina usadas para as medidas de
atividades foram entre 2,5 e 40 g/L. A equacédo 8 utilizada para a obtencdo das
velocidades maximas e das constantes cinéticas foram as do modelo cinético de

Michaelis-Menten.
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Vmax xS

U(S) - Km+S

(8)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdao apresentados os resultados da preparacdo dos derivados
obtidos no processo de imobilizagdo da enzima Neutrase ® em suportes
desenvolvidos a partir da fibra de coco verde (FCV), bagaco de caju (CAB) e
quitosana (QUIT), tais como rendimento de imobilizagdo, atividade recuperada,
atividade tedrica de imobilizagédo e atividade aparente do derivado, assim como,

fatores de estabilizagéo térmica e operacional dos melhores derivados obtidos.

3.1.1 Atividade hidrolitica da enzima soluvel

A atividade hidrolitica da enzima solUvel, extrato comercial Neutrase®
adquirida da Novozymes Latin America Ltda., apresentando 51 mg de proteina/mL

extrato, corresponde a 88U/mL.

3.1.2 Parametros de Imobilizagao da Neutrase imobilizada em Fibra da Casca
de Coco Verde

Os suportes de Fibra da Casca de Coco Verde (FCV) natural, lavada,
oxidada e tratada termicamente foram ativadas com glicidol, epicloridrina e
glutaraldeido, de acordo com o descrito no item 2.2. Apos a ativagéo procedeu-se a
imobilizagdo da Neutrase em tampdo fosfato de sodio 200 mM e pH 10, a
temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas.

A Tabela 4 apresenta os resultados relativos aos parametros de imobilizagéo
para os derivados obtidos para Neutrase sollvel e imobilizada em FCV apos
ativacdo com glicidol. Observa-se que a Fibra de Coco Verde é adequada para a
imobilizacdo da enzima Neutrase por apresentar resultados suscetiveis de

aplicacdes praticas dos derivados estudados.
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Tabela 4 - Imobilizagéo da Neutrase® em suporte de fibra de coco verde (FCV) ativadas por glicidol
com carga oferecida de 5,1 mg de enzima.g”'gel (8,8 U. g gel) por 3h, sendo (RI) rendimento de
imobilizagao, (ARec) atividade recuperada, (An) atl\ndade tedrica de imobilizagéo e (AAP) atividade

aparente.
Aq AAP
Biocatalisadores RI (%) ARec (%) i y
(U.g 'suporte) (U.g suporte )
54,14 + 1,81 51,527 476 2,45
FCV Natural
68,78 + 0,85 79,97° 6,05 83
FCV Lavada 78720 4
FCV tratada com 59,21°+ 1,25 51,76° 5,21 2,69
H,0, ‘
FCV tratad
kit 63,81°£2,60  4973° 561 278
termicamente

'Média + desvio padrédo de determinacdes em triplicata.

 Numa mesma coluna, letras iguais nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

Os melhores resultados para estes suportes ativados com glicidol foi a FCV
lavada apresentando em média 68,78% de rendimento de imobilizacdo e 79,97% de
atividade recuperada. Isso implica em menor volume de catalisador a ser utilizado
em reator, pois apresenta uma maior carga de enzima imobilizada.

Resultados da Tabela 5 demonstram que apos a ativagéo com epicloridrona,
os biocatalisadores apresentaram melhora significativa quando comparados com as
imobilizagoes em FCV ativados com glicidol. Os suportes ativados com epicloridrina

exibem maior grau de ativagdo do que aqueles com glicidol.
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Tabela 5. limobilizagéo da Neutrase® em suporte de fibra de coco verde (FCV) ativadas por
epicloridrina com carga oferecida de 5,1 mg de enzima.g'gel (8,8 U.g gel) por 3h, sendo (RI)
rendimento de imobilizagao, (ARec) atividade recuperada, (AT.% atividade teorica de imobilizagdo e
(AAP) atividade aparente. "

. ) Aq AAP

Biocatalisadores RI (%) ARec (%) a P
(U.g 'suporte) (U.g 'suporte )

FCV Natural 93,26° + 0,47 62,38%° 8,20 5,11

FCV Lavada 84,33°+2,15 55,62° 7,42 413

FCViratadacom | g5 ga0 4233 67,80° 7,57 513

H20,
FCV tratada 65.58° + 2,29 58,90%" 577 339

termicamente

! Média + desvio padrao de determinacdes em triplicata.

# Numa mesma coluna, letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Comparando os dados obtidos na imobilizagcdo de Neutrase em FCV
ativadas com glutaraldeido, mostrou-se que o suporte que ofereceu melhor
rendimento imobilizado foram ativadas com epicloridrina, mas quem apresentou
melhor atividade recuperada no meio sobrenadante foram ativados com
glutaraldeido (Tabela 6). Grupos aldeido produzidos apés a ativagdo com
glutaraldeido s&o muito reativos e podem imobilizar a enzima apés a ligagdo com o
grupo amina (ADRIANO, 2008).

Uma melhoria significativa do rendimento de imobilizacdo n&o foi observada
quando a fibra de coco verde foi submetida a tratamentos quimicos. Ap6s o
tratamento térmico, por exemplo, a lignina foi removida e, consequentemente, sitios
ativos da enzima podem ter sido eliminados, que levam a diminuir os valores de Rl e
ARec, em comparagédo com a fibra de coco verde natural. A mesma hipétese pode
ser usada para explicar os resultados obtidos com a fibra de coco verde tratada com
H20,, pois a oxidagdo com H»O, também & removida lignina da fibra (BRIGIDA,
2010).
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Tabela 6. Imobilizagdo da Neutrase® em suporte de fibra de coco verde (FCV) ativadas por
glutaraldeido com carga oferecida de 5,1 mg de enzima.g”'gel (8,8 U.g'1 gel) por 3h, sendo (RI)
rendimento de imobilizagéo, (ARec) atividade recuperada, (Ay) atividade tedrica de imobilizagdo e
(AAP) atividade aparente. "

A AAP
Biocatalisadores RI (%) ARec (%) 3 ™ 4
(U.g 'suporte) (U.g 'suporte )
64,53°+1,12 77,212 567 4 37
FCV Natural '
79,45" + 0,68 63,40° 6.99 4,43
FCV Lavada ’
FCV tratada com | 75.44° 2,64 61,22° 6,64 4,06
H.0,
FCV tratada 64,97°+1,91  73,77° 572 421
termicamente ' ’

' Média + desvio padrao de determinacdes em triplicata.

% Numa mesma coluna, letras iguais nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

4.1.3 Parametros de Imobilizacdo da Neutrase imobilizada em Bagago de Caju
(CAB)

Os suportes de bagaco de caju (CAB) foram preparados e ativados com
glicidol, epicloridrina e glutaraldeido, de acordo com o descrito no item 3.1 e 3.2.
Apods a ativagdo procedeu-se a imobilizagdo da Neutrase em tampao fosfato de
potassio 100 mM e pH 8,1, a temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas.

A Tabela 7 apresenta os resultados relativos aos parametros de imobilizagao
para os derivados obtidos para Neutrase solivel e imobilizada em CAB apds
ativagbes. O rendimento de imobilizagéo (RI) apresentou-se maior quando o bagaco
de caju fora ativado com glicidol, epicloridrina e glutaraldeido, quando comparados
com FCV com mesmas ativagdes.

Pode-se observar que os resultados para o bagago de caju (CAB) ativados
através de epicloridrina e glutaraldeido, apresentaram melhores resultados de RI
quando comparado com dlicidol. Por outro lado, apresentam atividade recuperada

inferior, que pode ser devido a efeitos estéricos ou falta de congruéncia geométrica
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entre suporte—enzima, induzido pelas ativacdes diferentes. O tratamento béasico do

suporte por meio do uso de hidréxido de sodio, com o objetivo de remover a lignina

do CAB, promove ainda o aumento da possibilidade da enzima penetrar no suporte,

e assim realizar sua imobilizagdo, como verificado por Pacheco (2009).

Tabela 7. Efeito do suporte e método de ativacdo na imobilizagdo da Neutrase® em suporte de bagaco
de caju (CAB) ativadas por glicidol, epicloridrina e glutaraldeido, com carga oferecida de 5,1 mg de

enzima.g 'gel (8,8 U.g™" gel) por 3h, sendo (Rl) rendimento de imobilizagéo, (ARec) atividade
recuperada, (Ar) atividade tedrica de imobilizago e (AAP) atividade aparente. '?

_ An AAP
Biocatalisadores RI (%) ARec (%) P 3
(U.g 'suporte) (U.g 'suporte )
CAB — glicidol 76,67° £ 0,21 53,39° 6,74 3,59
CAB — epicloridrina | 96,31°£0,99  50,22° 8,48 4,26
CAB - 9342°+ 127  47,67° 892 392
glutaraldeido ' ’

! Média + desvio padrio de determinacées em triplicata.

? Numa mesma coluna, letras iguais nao diferem significativamente entre si (p>0,05).

4.1.4 Parametros de Imobilizacao da Neutrase imobilizada em Quitosana

Os suportes de quitosana a 2,5% e quitosana 5,0% (QUIT) foram
preparados e ativados com glicidol, epicloridrina e glutaraldeido, de acordo com o
descrito no item 3.2. Apbs a ativagcdo procedeu-se a imobilizagdo da Neutrase em
tampéo fosfato de potassio 100 mM e pH 10, a temperatura ambiente, por um
periodo de 24 horas.

Na utilizagdo de quitosana 2,5% e quitosana 5,0% como suporte para a
imobilizagdo da neutrase ativadas com glicidol, foram encontrados baixos
rendimentos de imobilizagéo (22,18% e 19,38%, respectivamente), e as mais altas
atividades recuperadas (100% e 87,42%, respectivamente).

Ja as ativagbes com glutaraldeido apresentaram melhores Rl e ARec

(Tabela 8). Este melhor resultado se deve a combinacdo da ativacdo de quitosana
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com glutaraldeido, tornando o suporte com maior nimero de grupos aldeidos os
quais se ligam aos grupos amino da Neutrase, pois na quitosana ha um maior
numero desses grupos. Tal resultado de imobilizagéo é devido & presenca de grupos
amino no suporte quitosana, os quais reagem com os grupos de aldeidos do
ativador, que por sua vez, também reage com os grupos amino da enzima.

Ortega (2009) ao imobilizar Neutrase em suporte de alginato ativado com

glutaraldeido, obteve rendimento de imobilizagdo experimental de 58,63%.

Tabela 8. Efeito do suporte e método de ativagéo na imobilizagdo da Neutrase® em suporte de
guitosana (QUIT) ativadas por glicidol, epicloridrina e glutaraldeido, com carga oferecida de 5,1 mg de
enzima.g’ gel (8,8 U.g™" gel) por 3h, sendo (RI) rendimento de imobilizacao, (ARec) a’uwdade

recuperada(Ar) atividade tetrica de imobilizagéo e (AAP) atividade aparente. "

Ar AAP
Biocatalisadores RI (%) ARec (%) - ¥
(U.g 'suporte) (U.g 'suporte )
QUIT 2,5% — 22.18° + 0,58 100° 1,95 1,95
glicidol
QUIT 5,0% - 19,38+ 0,58 87,42 1,70 148
glicidol
QUIT 2,5% — 51,47+ 0,71 11,32° 452 0,51
epicloridrina
QUIT 5,0% - 31,459+ 058  3910° 2.76 1,07
epicloridrina
QUIT 2,5% — 75,44° + 0,93 91,12¢ 6,63 6,04
glutaraldeido
QUIT 5,0% - 67,217+058 81,10 5,91 4,79
glutaraldeido

' Média + desvio padrao de determinagdes em ftriplicata.

? Numa mesma coluna/segao, letras iguais nao diferem significativamente entre si (p>0,05).
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4.1.5 Estudo da Estabilidade Térmica dos Derivados Obtidos

Os Dbiocatalisadores desenvolvidos foram avaliados quanto a sua
estabilidade térmica em temperatura de 60°C, conforme procedimento descrito por
Ortega et al. (2009). Foram determinados o t/2 (tempo de meia vida), fator de
estabilidade térmica (FE), bem como a constante de desnaturagdo térmica (kd),

aplicando o modelo de Sadana-Henley (1987), indicados por meio das tabelas e

figuras 9 a 13, a seguir.

Tabela 9. Parametros de estabilidade térmica da imobilizagao da Neutrase® em suporte de fibra de coco
verde (FCV) ativadas por glicidol: (t/%) tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizago a 60°C. Valores
estimados para as constantes de desnaturagdo térmica (kd), em fungdo da temperatura, aplicando
modelo de Sadana-Henley (1987).

Sadana e Henley (1987)
Biocatalisadores = %2 (min) FE
kd a R
. 0,0234  0,1350 0,9837 0,5 1
Neutrase sollvel
5,5621¢
0,0121 0, 60 120
FCV Natural % o7
00128 8802 0,9553 60 120
FCV Lavada
FCV tratadacom | 00230 /00]2€ 0,9585 30 60
H,0,
FCV tratad
' ratada 00251  0,0097 0,9888 30 60
termicamente
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Figura 8. Estabilidade Térmica a 60°C dos derivados obtidos a partir da imobilizagao de Neutrase em
suporte de Fibra da Casca de Coco Verde ativados com Glicidol.
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A ativagcdo via glicidol levou a um aumento até 120 vezes maior na
estabilizacdo térmica em FCV natural e lavada quando comparadas a enzima
soluvel (Tabela 9). Os melhores resultados para estes suportes ativados com glicidol
foram a FCV lavada apresentando em média 68,78% de rendimento de imobilizacao
e 79,97% de atividade recuperada.

O alto percentual de carga imobilizada e consequente aumento na atividade
recuperada destes derivados ativados com glicidol foram estaveis tanto quanto sua
enzima soltGvel. Como epicloridrina & mais reativa que glicidol, mais grupos aldeidos
foram adicionados no suporte além de grupos oxirano, o que permitiria a formacao
de mais ligagbes enzima-suporte, explicando assim o aumento no fator de
estabilidade (Tabela 10), porém houve melhora significativa na estabilizagdo de FCV

oxidada quando comparada com o mesmo biocatalisador ativado com glicidol.
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Tabela 10. Parametros de estabilidade térmica da imobilizagao da Neutrase® em suporte de fibra de coco
verde (FCV) ativadas por epicloridrina: (t%2) tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizagao a 60°C.
Valores estimados para as constantes de desnaturag&o térmica (kd), em fungéo da temperatura, aplicando

modelo de Sadana-Henley (1987).

Sadana e Henley (1987)
Biocatalisadores = t/2 (min) FE
kd a R
05 1
Neutrase soltuvel 00234 0,1350 09837
0,0263 0,0834 0,9995 30 60
FCV Natural - :
0,0214  1,5792¢™  0,9670 30 60
FCV Lavada
FCV tratada com 0,0116  8,8325¢""  0,9717 60 120
H20;
FCV tratada 0,0327 0,1936 0,9630 30 60

termicamente

Figura 9. Estabilidade Térmica a 60°C dos derivados obtidos a partir da imobilizagado de Neutrase em
suporte de Fibra da Casca de Coco Verde ativados com Epicloridrina.
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Melhores resultados de estabilidade térmica foram obtidos quando a
neutrase foi imobilizada em fibra de coco verde natural ativada com glutaraldeido,
com fator de estabilidade 300 vezes maior que a enzima solavel (Tabela 11). Tempo
de meia-vida dos derivados preparados usando suportes de coco verde ativados
com glutaraldeido foram superiores (Figura 11) aos valores alcangados quando os

outros agentes de ativacéo (glicidol e epicloridrina) foram utilizados.

Tabela 11. Parametros de estabilidade térmica da imobilizagdo da Neutrase® em suporte de fibra de coco
verde (FCV) ativadas por glutaraldeido: (t'z) tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizagao a 60°C.
Valores estimados para as constantes de desnaturag&o térmica (kd), em fungéo da temperatura, aplicando
modelo de Sadana-Henley (1987).

Sadana e Henley (1987)
Biocatalisadores > /2 (min) FE
kd a R
0,5 1
Neutrase soluvel 0,024 0,1350 GRee7
0,0065 0,1860 0,9879 150 300
FCV Natural
0,0068 0,1188 0,9902 120 240
FCV Lavada
FCV tratada com 0,0065  3,8708¢™®  0,9910 120 240
H20;
FCV tratada 0,0061  1,665¢®  0,9904 120 240
termicamente

Estes resultados podem ser explicados pela alta reatividade dos grupos
aldeidos do glutaraldeido, que o torna versatil, sendo utilizado em condicbes muito

diferentes, conforme afirma Rodrigues (2008).

Quando analisadas as estabilizagbes térmicas (Tabela 12), os
biocatalisadores de CAB apresentaram-se baixas. Apenas a ativacéo via glicidol

levou a um aumento significativo na estabilizacdo quando comparadas a enzima
soluvel (Figura 11).
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Figura 10. Estabilidade Térmica a 60°C dos derivados obtidos a partir da imobilizagdo de Neutrase em
suporte de Fibra da Casca de Coco Verde ativados com Glutaraldeido.
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Tabela 12. Parametros de estabilidade térmica da imobilizagéo da Neutrase® em suporte de bagage de caju
(CAB) ativadas por glicidol, epicloridrina e glutaraldeido,: (t'%2) tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizagéo a
60°C. Valores estimados para as constantes de desnaturagdo térmica (kd), em fungéo da temperatura, aplicando

modelo de Sadana-Henley (1987).

Sadana e Henley (1987)
Biocatalisadores Kd . R? % (min) FE
Neutrase sollvel 0,0234 0,1350 0,9837 0,5 1
CAB — glicidol 00872 994 4 9gos 60 120
CAB - epicloridrina | 00020  3943¢ 49509 30 60
CAB — glutaraldeido 0,0397 -0,9652 0,9843 30 60
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Figura 11. Estabilidade Térmica a 60°C dos derivados obtidos a partir da imobilizacdo de Neutrase
em suporte de bagaco de caju (CAB).
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Melhores resultados de estabilidades térmicas foram obtidos quando a
neutrase foi imobilizada em quitosana, quando comparadas com os suportes
anteriormente discutidos (fibra de coco verde — com seus respectivos tratamentos —
e bagaco de caju) (Tabela 13). O biocatalisador constituido de quitosana a 2,5%
apresentou melhor estabilizagdo (Figura 13A) do que o mesmo suporte de maior
concentracgao, 5,0% (Figura 13B). Com as ativagdes com glutaraldeido obtiveram-se

maior fator de estabilizag&o térmica.



88

Tabela 13. Pardmetros de estabilidade térmica da imobilizagéo da Neutrase® em suporte de
quitosana (QUIT) ativadas por glicidol, epicloridrina e glutaraldeido: (t2) tempo de meia-vida e (FE)
fator de estabilizagdo a 60°C. Valores estimados para as constantes de desnaturagéo térmica (kd),

em fung&o da temperatura, aplicando modelo de Sadana-Henley (1987).

Sadana e Henley (1987)
Biocatalisadores = t% (min) FE
kd a R
0,5 1
Neutrase sollvel 0,0234 0,1350 0,9837
QUIT 2,5% — 0,0051 0,9906
J : E 120 240
glicidol 04123
QUIT 5,0% - 0,0070 0,9855
' ’ 1 90 180
glicidol 0,4119
QUIT 2,5% — 0,0053 0,9927
y ! 1 120 240
epicloridrina 2,8231
QUIT 5,0% - 0,0084 0,9931
! ! ’ 90 180
epicloridrina 1,4084
QUIT 2,5% — 0,0042 0,9771
’ ; ' 150 300
glutaraldeido 0,9794
QUIT 5,0% - 0,0060 0,9826
: 1 ' 120 240
glutaraldeido 0,7289

Através deste protocolo de imobilizagdo a congruéncia geométrica entre
enzima ativada ao suporte foi mais eficiente em biocatalisadores oriundos da
quitosana-glutaraldeido, que promoveu uma melhor insolubilizagdo da enzima. Este
€ um fato importante, considerando que os biocatalisadores que serdo usados em
aplicagbes industriais, precisam de enzimas mais estaveis (Figura 13), tornando-os

mais adequados para a imobilizagdo da enzima em estudo.
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Figura 12. Estabilidade Térmica a 60°C dos derivados obtidos a partir da imobilizagao de Neutrase
em suporte de quitosana 2,5% (A) e quitosana 5,0% (B).
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4.1.6 Estabilidade Operacional da Neutrase em Biocatalisadores de Quitosana

De acordo com os resultados obtidos, realizaram-se ensaios de Estabilidade
Operacional objetivando a aplicagdo dos biocatalisadores de quitosana em reatores
de sistema descontinuo. Testes de estabilidade operacional foram realizados em 10
ciclos, por meio de bateladas seguidas com os suportes de quitosana 2,5% e
quitosana 5,0% ativadas com glutaraldeido, pois este suporte apresentou melhores
resultados de rendimento de imobilizagao, atividade recuperada e tempo de meia-

vida/fator de estabilizacao.

Durante a execucdo dos ciclos de batelada, houve perda de massa
significativa entre o 1° e o Ultimo ciclo na proporgdo de 16% no suporte de quitosana
2,5% e de 15% no suporte de quitosana 5,0%. Como consequéncia desta perda de
massa do biocatalisador, houve queda na atividade relativa durante os ciclos, na

proporcéo de 41% e 59%, respectivamente, conforme demonstra a Figura 14.

Figura 13. Estabilidade Operacional da Neutrase imobilizada a 25°C, em quitosana 2,5% (m)
e quitosana 5,0% (o), ativadas com glutaraldeido.
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Segundo GUISAN (2006), muitas vezes quando uma enzima é imobilizada
sua estabilidade operacional € melhorada. O conceito de estabilizagdo tem sido,
assim, uma importante forga motriz para a imobilizagdo de enzimas. Em muitos
casos, a estabilizagdo operacional observada é geralmente o resultado de um

excesso de carga de enzima.

4.1.6 Parametros de Carga maxima e Efetividade

Para determinagcdo da carga maxima teérica de imobilizagdo, foram
realizados ensaios com concentragbes de enzimas oferecidas inicialmente de 15,
40, 60, 80, 100, 130, 180 e 200 mg de proteina/g de gel. Na Figura 10 sao
apresentados os resultados, onde observa-se que, mesmo oferecendo 200 mg de
Proteina/g de gel, o suporte ndo chegou a seu ponto de saturagio, tendo uma
imobilizagdo de 180,48 mg de proteina/g de gel. A explicagédo esta possivelmente
relacionada a natureza porosa do suporte (RODRIGUES, 2008) e aos grupos
reativos, que com sua grande area superficial, possibilita que grande quantidade de
enzima seja imobilizada. Sendo, portanto a quitosana um suporte bastante eficaz

para imobilizac&o e viavel pelo baixo custo e grande disponibilidade no pais.

Observa-se que apenas com uma carga oferecida de 130 mg de proteina/g
de gel, que se teve um rendimento de imobilizacdo menor que 90%. Sendo que, de
modo geral, o rendimento de imobilizagdo diminui com o aumento de carga
oferecida, mesmo que pequena. Esse comportamento era esperado, pois com
pouca quantidade de proteina a tendéncia é que a reagédo enzima-suporte ocorra na
superficie do suporte. Para cargas mais altas, a superficie do suporte, primeira
regiao onde ocorre reacgao, ja esta saturada de proteina (enzima), sendo necessario
que esta difunda até o interior dos poros da quitosana. Isso atrasa a reacéo de
imobilizagéo, até que todos os grupos reativos, tanto na superficie como dentro dos
poros do suporte, ja estejam ligados a proteina, chegando a saturagéo do suporte
(MENDONGA, 2008).
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Figura 14. Neutrase® teoricamente imobilizada (mg de proteina.g”de gel) em funcéo da massa de proteina
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A caseina que é o substrato para a Neutrase® tem uma alta massa molar, o
que se pode esperar uma menor velocidade de difusdo, com maiores efeitos
estéricos na medida em que se aumenta a carga de enzima oferecida. Portanto, se
espera que as velocidades aparentes sejam menores que as que seriam obtidas em
enzimas livres por menor que seja a carga de enzima oferecida.

Como esperado ha uma queda da atividade do derivado em relagdo a
enzima livre. Uma possibilidade é estar ocorrendo severos efeitos estéricos e/ou
conformacionais, devido ao tamanho do substrato, ou mudancas na estrutura da
enzima (BRYJAK E TROCHIMCZUK, 2006). Isso ocorre porque com baixas cargas
enzimaticas as restrigbes difusionais sdo menores, pois com o baixo volume de
enzima a reacdo ocorre na parte mais externa do suporte, entdo ndo ha a
necessidade de que ocorra difusdo da caseina para o interior da quitosana para
reagir com a enzima que se encontra no seu interior (MENDONGCA, 2006). Porém,

mesmo diante desta queda de efetividade (Figura 16), € compensador pelo fato de
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haver muita enzima imobilizada, destacando ainda que reatores industriais operam
com derivados com alta carga (BEZERRA, 2012).

Figura 15. Efetividade da Neutrase® imobilizada em fung¢do da carga enzimatica oferecida.
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4.1.7 Estudo Cinéetico

Com o modelo de Michaelis-Menten (Equacdo 8) determinou-se a
velocidades maximas das reagdes e a constante de Michaelis-Menten. Para isso
foram usados diferentes concentracdes de substratos, usando-se enzima livre e

imobilizada com carga oferecida de 15 mg/g de gel.

Segundo Carvalho (2011), a concentracdo de substrato & um fator de grande
influéncia sobre a velocidade de hidrélise, ndo s6 por razdes cinéticas, mas também
porque altas concentragdes de solidos agem sobre a eficacia de mistura e sobre as

resisténcias ao transporte de massa.
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A Figura 17 mostra o ajuste que foi dado com a Equacgdo 3 para as
diferentes concentragdes de substratos, tanto para enzima livre como também para
a carga oferecida de 15 mg de Proteina/g de gel. Nota-se que a equacdo de
Michaelis-Menten se ajustou bem aos pontos experimentais. Com R? de 0,999 e

0,997 para enzima livre e enzima imobilizada respectivamente (Tabela 14).

Figura 16. Ajuste do modelo de Michaelis-Menten para a reagio de hidrélise da caseina
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Ortega et al. (2009) realizaram o estudo cinéticos com Neutrase®
imobilizada em alginato e também observaram que a protease imobilizada teve uma
constante de Michaelis maior que a enzima sollvel. Segundo o autor o aumento no
Km na enzima imobilizada indica que essa tem uma afinidade aparentemente mais
baixa que a enzima livre, o que pode ser causado pelo impedimento estérico do sitio
ativo pelo suporte ou uma perda de flexibilidade de enzima necesséaria para a

ligagdo do substrato.
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Tabela 14. Pard@metros cinéticos da enzima livre e imobilizada.

Neutrase Km(g.L"  Vmax (U.mL") n R*
Enzima Livre 6,08 157,25 —— 0,999
Enzima
Imobilizada 10,87 69,24 0,48 0,997

4. CONCLUSAO

Foram estudadas metodologias para imobilizagdo de Neutrase em diferentes
suportes organicos e de baixo custo disponiveis na regido Nordeste do Brasil, tais
como fibra de casca de coco verde, bagaco de caju e quitosana ativados por
diferentes protocolos. Estudaram-se os melhores derivados obtidos, sendo os
resultados obtidos bem satisfatorios, como os citados a seguir.

Alem da utilizagdo de rejeitos da industria pesqueira e agroindustria (fibra de
casca de coco verde e bagaco de caju), através das matérias-primas utilizadas
biocatalisadores alternativos como a quitosana, reduzindo o impacto ambiental,
possibilita uma produgdo de peptideos com inimeras aplicagdes no melhoramento
de produtos na industria de alimentos.

Observou-se que fibra da casca de coco verde, bem como o bagaco de caju
podem ser utilizados como suporte de imobilizagdo para a Neutrase, porém
melhores resultados de rendimento de imobilizagdo foram alcangados quando a
enzima foi imobilizada em quitosana. Sobre agentes de ativacéo, o glutaraldeido
parece ser o mais adequado, desde que os valores mais elevados de meias-vidas
foram alcancgados.

Tais resultados também permitiram verificar que ha uma influéncia positiva
na ativacdo de copolimeros e de diferentes métodos de ativacao no protocolo de
imobilizagdo de Neutrase® em quitosana. Os géis de quitosana 2,5% ativados com
glutaraldeido apresentaram melhores resultados quanto ao rendimento da

imobilizagao, no qual ndo se chegou ao ponto de saturacao deste suporte mesmo
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tendo oferecido uma carga de 200 mg de proteina. Este € um resultado esperado
pela natureza de alta porosidade do suporte, que por isso oferece uma elevada area
superficial por unidade de area para imobilizagdo da enzima.

Como o substrato tem uma grande massa molar esperava-se, devido a isso,
grandes efeitos estérico que causariam a caseina grande restricbes difusionais,
impossibilitando que esta possa reagir com a enzima imobilizada no interior do
suporte. Isso foi confirmado pelos dados experimentais que mostram uma queda
brusca da efetividade com o aumento da carga de enzima imobilizada. Os estudos
cinéticos vém a confirmar os efeitos estéricos nos quais a restricdo difusional ao
substrato esta diretamente relacionada a velocidade da reacéo, ja que nem todas as

moléculas de enzimas estardo disponiveis para reagir com o substrato.
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RESUMO

D-tagatose, um epimero de D-frutose esta atualmente a ser introduzido como um
adogante de baixas calorias. A dogura e sabor de D-tagatose é equivalente a
sacarose, mas o valor caldérico é ~30% do conteldo de energia da sacarose.
Estudos fisioloégicos do seu indice glicemico demonstrado que a D-tagatose nao
provocam qualquer aumento nos niveis de glucose no sangue, tornando-o seguro
para pacientes que sofrem de diabetes, e, ao contrario da sacarose, que nao
promove a carie dentaria. D-tagatose recentemente obteu aprovacgdo regulatéria
como classificado como seguro (“GRAS — generally recognized as safe”), devido a
seus notaveis beneficios a saude, nos Estados Unidos. Devido a complexidade e
aos baixos rendimentos do método de producédo por via quimica e as implicactes
ambientais, varios grupos de pesquisa tém tentado desenvolver um processo
catalisado por enzima para a produgdo de D-tagatose. Tem sido usada a L-
arabinose isomerase (EC 5.1.3.4). Assim, o objetivo deste trabalho foi estudar as
melhores condigbes de atividade desta enzima em sua forma sollvel e desenvolver
protocolo de imobilizacdo em suporte versatil e barato como quitosana-alginato
epoxilado. Solugbes de enzima em tampédo de acetato de sodio, citrato de sodio e
fosfato de sodio, na faixa de pH variando de 3,8 a 8,5 mantendo-se sob agitacédo a
25°C e 50°C. As melhores condig¢bes de atividade da L-arabinose isomerase sollvel
apresentaram com tampé&o acetato pH 5,5, tampao citrato pH 5,5, tampao fosfato pH
7,5 e 8,0 com. Os derivados foram analisados quanto ao rendimento da imobilizacao
(RI), atividade recuperada (ARec), tempo de meia-vida (t%) e fator de estabilizagao
térmica a 75°C (FE), comparados com a enzima soltuvel. Em imobilizagbes em pH
8,0 apresentaram maior Rl em tampéo fosfato 50 mM apés 24h, com 90,21% de
ARec, em temperatura de 25°C, t'%2 de 44h a 75°C, perda de 4,45% na atividade
durante o estudo de estabilidade operacional com 10 ciclos e perda de 1,83% da
atividade durante 90 dias de estocagem quando comparados com pH mais baixos,
em reatores descontinuos.

Palavras-chave: |-arabinose isomerase, imobilizagédo, quitosana-alginato epoxilado
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ABSTRACT

D-tagatose, an epimer of D-fructose is currently being introduced as a low calorie
sweetener. The flavor and sweetness of D-tagatose is equivalent to sucrose but the
calorific value is ~ 30% of the energy content of sucrose. Physiological studies of
their Glycemic Index demonstrated that D-tagatose not cause any increase in blood
glucose levels, making it safe for patients with diabetes and, unlike sucrose which
does not promote tooth decay. D-tagatose has obtained regulatory approval as
recently classified as safe ("GRAS - Generally Recognized as safe") due to its
remarkable health benefits in the United States. Due to the complexity and low yield
of the production method by chemical and environmental implications, many
research groups have tried to develop an enzyme catalyzed process for the
production of D-tagatose. It has been used as L-arabinose isomerase (EC 5.1.3.4).
The objective was to study the best conditions of activity of this enzyme in soluble
form and develop protocol for immobilization support versatile and cheap as
chitosan-alginate epoxylated. Solutions of enzyme in buffer sodium acetate, sodium
citrate and sodium phosphate, at pH ranging from 3.8 to 8.5 keeping under stirring at
25 ° C and 50 ° C. The best conditions for the activity of L-arabinose isomerase
soluble presented with acetate buffer pH 5.5 citrate buffer pH 5.5 phosphate buffer
with pH 7.5 and 8.0. The derivatives were analyzed for yield of immobilization (RI),
activity recovered (AREC), half-life (t %) and thermal stabilization factor at 75 ° C
(FE), compared with the soluble enzyme. In fixed at pH 8.0 showed higher Rl in 50
mM phosphate buffer after 24 hours, with 90.21% of AREC, at 25 ° C, ' of 44h at 75
® C, 4.45% loss in activity during the stability study operating with 10 cycles and
1.83% loss of activity during 90 days of storage when compared with lower pH in
batch reactors.

Keywords: |-arabinose isomerase, immobilization, chitosan-alginate epoxylated

1. INTRODUCAO

D-tagatose ou tagatose é uma cetohexose em que seu quarto é um carbono
quiral e sua imagem-espelho do respectivo atomo de carbono da frutose. A férmula
empirica para D-tagatose € CgH120s & seu peso molecular é 180,16. D-tagatose é
um adogante a granel de baixa caloria com as seguintes propriedades: possui 92%
da dogura da sacarose, tem um valor calérico reduzido, & um nao-cariogénicos, é
considerado uma substancia prebidtica, possuindo também um potencial real¢ador
de sabor. Tem sido usado como um novo adogante funcional no mercado de
suplementos nutricionais e foi classificado como seguro (“GRAS — generally
recognized as safe”), devido a seus notaveis beneficios a satde (LEVIN, 2002). A D-
tagatose € semelhante quanto ao sabor e propriedades fisicas & sacarose, porém

possui um valor calérico muito menor de 1,5 kcal.g™ (KIN, 2004). Nao promove a
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carie dentaria ou provoca qualquer aumento dos niveis sanguineos de glicose
(JORGENSEN, 2004) e é também util na redugédo dos sintomas associados com
diabetes tipo ll, hiperglicemia, anemia, e hemofilia (KIN, 2004). Este epimero da D-
frutose e da ceto-hexose correspondente a D-galactose, estd sendo introduzido
como um adogante de baixa caloria (LEVIN, 2002). Por estas razbes, a D-tagatose

recebeu consideravel atengéo comercial em anos atuais.

Como nao existe uma fonte abundante de Tagatose na natureza, uma
alternativa viavel para produzir este adogante é através da isomerizagdo enzimatica
de D-galactose pela enzima L-arabinose isomerase (L-Al) (HALTRICH et al., 1998:
IZUMORI et al., 1978; JORGENSEN et al., 2004; MANZONI et al., 2001). Um
método para a conversao Quimica de galactose em tagétose ja foi desenvolvido e
comercializado (BEADLE et al., 1991), mas este processo quimico tem algumas

desvantagens, tais como complexas etapas de purificagdo e a formacgéo de residuos

guimicos.

A D-tagatose poderia ser sintetizada a partir do soro oriundo da producéo de
queijos, através da hidroise da lactose obtendo galactose, por métodos quimicos ou
bioldgicos. Utilizando catalisador de calcio e &cido forte, a produgdo em massa de D-
tagatose foi aplicada pela primeira vez em aplicagdo pratica através de catélise
quimica (BEADLE, 1991). No entanto, este método ndo pode cumprir normas como
uma tecnologia pré-ambiental exigida e tem alguns inconvenientes (OH, 2007).
Verificou-se que a L-arabinose isomerase € a enzima mais eficiente para isomerizar
D-galactose em D-tagatose (CHEETHAM, 1993). Os processos biologicos para a
producdo de D-tagatose tém sido estudados intensivamente nos (ltimos anos pela
L-Al isomerizando a D-galactose. A L-Al pode ser usada para produzir D-tagatose a
partir de D-galactose usando a estratégia /zumoring (IZUMORI, 2006), devido a
semelhanca estrutural entre a L-arabinose e D-galactose.

A imobilizacdo de biocatalisadores € uma estratégia que pode ser utilizada
para a conducédo de bioprocessos em situagdes variadas. De uma forma geral,
busca-se, com a imobilizagéo, propiciar o uso de enzimas ou células por periodos
prolongados através de processos continuos ou semicontinuos. A ligacdo por meio
de adsorgéo € um método simples e barato, sendo a principal desvantagem a
vulnerabilidade de perda dos biocatalisadores imobilizados para o meio reacional.

Para aumentar a massa de biocatalisadores imobilizados, suportes porosos tém sido
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geralmente utilizados, permitindo a ligagdo do biocatalisador também & estrutura
superficial interna (CARVALHO et al., 2006).

Como suporte para imobilizacdo de enzima, materiais a base de quitina e
quitosana sao utilizados sob a forma de po, flocos e géis de diferentes configuracées
geometricas (KRAJEWSKA, 2004). Estes polimeros naturais apresentam vantagens
em relag@o aos sintéticos por terem menos limitagdes quanto & biodegradacéo e
biocompatibilidade. Entretanto, podem exibir uma limitagdo em suas reatividades e
processamentos (ADRIANO, 2008). Como fonte, tém-se as carapacas de crustaceos
que sao residuos abundantes e rejeitados pela industria pesqueira que, em muitos
casos, as consideram poluentes. Sua utilizacdo reduz o impacto ambiental causado
pelo acimulo nos locais onde é gerado ou estocado (MENDES et al., 2011).

Desde que o método de conversdo enzimatica de D-Galactose em D-
Tagatose pela L-arabinose isomerase, varias Arabinoses Isomerases (Al) vem
sendo identificadas para a producédo de D-Tagatose. Diante do exposto, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar a atividade da L-arabinose isomerase e investigar a
imobilizagdo da mesma em microesferas de quitosana-alginato epoxiladas e sua

utilizac&o na producgdo de D-Tagatose.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O extrato enzimético de L-arabinose isomerase foi produzido por cepas
selvagens de Lactobacillus latis subsp. latis CRL63 no Instituto de Desarollo
Tecnologico para la Industria Quimica, UNL-CONICET, Santa Fe — Republica
Argentina, apresentando pH 5,73, concentragdo de proteina 22,76 mg.mL". A
Quitosana em p6é com grau de desacetilagio de 85,9% foi adquirida junto a Polymar
Ind. Ltda. (Fortaleza, Ceara-Brasil). Os demais reagentes utilizados foram adquiridos

de diversas marcas comerciais com grau analitico laboratorial.
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2.2 Métodos

2.2.1 Determinacgao de Proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada por método colorimétrico
utilizando curva de calibragdo com o padrdao de albumina de soro bovino (BSA)
valida em uma concentracédo de 0,0 a 0,6 g.L”'(BRADFORD, 1976).

2.2.2 Determinacdo da atividade da L-arabinose isomerase

A atividade da L-Al soluvel e imobilizada foi determinada utilizando como
substrato uma solugdo de D-Galactose 0,5 M em tampdes acetato, citrato e fosfato
25 mM, adicionado de MnCl, 5mM, & 50°C, por 5 horas. A quantidade de cetohexose
produzida foi medida por uma reagdo colorimétrica conforme descrito por Dische e

Borenfreund (1951) em espectrofotdmetro Genesys 20, Thermo Scientific, a 560 nm.

Uma unidade de L-arabinose isomerase foi definida como a quantidade de
enzima capaz de liberar 1 pmol de D-tagatose por minuto nas condi¢cbes descritas

acima. A atividade foi calculada de acordo com a equacgao abaixo:

[TAG](mg/mL) x V (mL)

At (U/?TIL) = T (min) x VE (mlL) (1)

sendo [TAG] (concentragdo de d-Tagatose); V (volume do reator); T (tempo de

reacao de isomerizagéo); VE (volume de enzima).
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2.2.3 Determinagao das condicées otimas de Isomerizagdo de D-galactose

catalisada por L-Al livre

Inicialmente, avaliaram-se as condicdes 6timas para a determinacdo da
atividade da enzima L-Al. Para tal fim, determinou-se a atividade enzimatica em
funcado do pH (na faixa de 3,8 a 8,5), da temperatura (25°C e 50°C) e da solugdo

tampéao (tampéo acetato, tampéo citrato e tampao fosfato).

2.2.4 Preparo do Suporte de Imobilizagao

O suporte utilizado para a imobilizagdo por adsor¢do da L-Al foi quitosana-

alginato-epoxilado 2,5% (m/m), conforme metodologia descrita por ADRIANO (2008).

2.2.5 Imobiliza¢do da L-Al em quitosana-alginato-epoxilado

A imobilizagdo em 1 g de suporte de quitosana-alginato-epoxilado 2,5%
(m/m) seguiu-se da adi¢do de 100 pL de uma solugéo enzimatica de L-Al em tampao
acetato, citrato ou fosfato a 25 mM e pH de 5,5; 5,5; 7,5 e 8,0, respectivamente, a
25°C, sob leve agitagdo. A carga oferecida foi de 26,7 mg de proteina/g de suporte.
Foram avaliados parametros da imobilizagdo nos tempos de 5 min, 5h e 24h de
imobilizag&o. Ao final os derivados obtidos foram lavados com agua destilada para

eliminacdo de enzima residual e seca em bomba a vacuo.

Aliquotas da solugdo enzimatica sobrenadante no inicio (branco) e ao
término da imobilizacdo foram retiradas para a quantificacdo da atividade de
iIsomerizag&o inicial e residual. As Equagdes 2, 3 e 4 foram utilizadas para a
realizagdo dos célculos dos parametros de imobilizacdo, como rendimento de

imobilizag&o (RI), atividade teodrica (Atiesrica) € atividade de recuperada (Atiecuperada):
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Ato (U/mL) = Atres (U/mL) 100

RIC%) = At (U/mL) (2)

sendo Atp (atividade oferecida no inicio da imobilizagdo) e At.s (atividade residual

presente no sobrenadante ap6s a imobilizacao),

Aty (U/mL) x Coferecida (MI/g)
Atteén‘ca (U/g) = > [P] (m;/ij x Rl (3)

sendo Ato (atividade oferecida no inicio da imobilizag&o); Coferecida (Carga enzimatica
oferecida); [P] (Concentracdo de proteinas no extrato) e Rl (Rendimento de

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

Atgeriv W/g)
Atrecuperada(%) = W x 100 (4)

sendo Atgerivado @ atividade de isomerizac@o aparente do derivado.

2.2.6 Estabilidade Térmica da L-Al soltivel e imobilizada

Para a determinacdo da estabilidade térmica da enzima soltvel, foram
preparadas solugdes das enzimas e incubadas em frascos fechados a 75°C. Para
medir a inativagdo térmica nas condigbes de ensaio, aliquotas eram coletadas em
intervalos de tempo pré-determinados, colocadas imediatamente em banho de gelo
e suas atividades determinadas. Suspensdées com derivado de L-Al imobilizada
foram incubadas em frascos fechados a 75°C. De acordo com a velocidade de
inativagdo térmica nas condicbes de ensaio, aliquotas eram coletadas em intervalos
de tempo pré-determinados, colocadas imediatamente em banho de gelo e suas

atividades determinadas.
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Para cada ensaio, as constantes do modelo de desativagdo proposto por
Sadana e Henley (1987), equagéo 5, foram estimadas através de ajuste nao linear
aos dados experimentais. O tempo de meia-vida (t12) foi calculado a partir da
constante de desativagéo, (equagéo 6). Fatores de estabilizagdo (FE) foram obtidos
como a razao entre as meias-vidas da enzima imobilizada e enzima sollvel,

equacéo 7.

_ —kdxt
AR—(I_Q)XE +a (5)

_ In(0,5-a)
"k ox(1-a)

FE = 4 1 / 2 derivado
Il /2 enzima (7)

sendo AR a atividade relativa, kd a constante de desativagéo térmica, a a fracdo da
enzima que perde atividade, t é o tempo em que a amostra permaneceu sob

condicao de temperatura e FE o fator de estabilidade térmica.

2.2.7 Estabilidade Operacional da L-Al imobilizada

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi realizada submetendo o
biocatalisador (1 g) a ciclos subsequentes de produgdo de D-Tagatose a partir de D-
galactose a 50 mM. A reacdo foi realizada em um reator descontinuo, mantido a
25°C, por 48 h, sob agitagdo constante. O volume de reagao foi de 10 mL. Antes de
cada novo ciclo, o biocatalisador foi lavado para remover os produtos e substratos

que n&o reagiram.



108

2.2.8 Estabilidade de Estocagem da L-Al imobilizada

Para avaliar a estabilidade de armazenamento da enzima imobilizada, os
melhores derivados foram armazenados Umidos, suspensos em tampao a 5°C e as
suas atividades residuais foram determinadas em tempos pré-estabelecidos, em um

intervalo de 90 dias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Verificou-se a influéncia do pH e temperatura sobre a atividade da L-Al
soltvel, como também imobilizada, através da reagédo de isomerizagdo de galactose.
Atividade relativa foi definida como a razdo entre a atividade inicial enzimatica

medida a uma determinada temperatura e a atividade inicial enzimatica maxima.

3.1 Estudo da estabilidade da L-Al solavel

O sistema reacional para a caracterizagao da L-Al soluvel continha 0,5 M de
D-Galactose, 1 mM de MnCl; em 50 mM de tamp&o. Para avaliar a influéncia do pH
na atividade enzimatica da L-Al soluvel, o valor do pH variou de 3,8 a 8,5 com trés

diferentes tampdes a temperaturas de 25 e 50°C.

Em tampé&o acetato as medidas foram realizadas em pH de 3,8 a 6,0 (Tabela
15). A temperatura de 25°C, as atividades da L-Al soltvel variaram de 1,69 a 22,40
U/mL em tempo de 5 min. Em 5h, as atividades em tamp&o acetato variaram de 5,22
a 23,86 U/mL. A melhor atividade a temperatura de 25°C foi em pH 5,5 com 23,86
U/mL apés 5 horas de isomerizacdo. Nestas condigées, houve diferenca significativa

entre os dois tempos de reagéo para a produgdo de D-Tagatose.

A temperatura de 50°C, as atividades da L-Al soltvel variaram de 14,76 a
23,37 U/mL em tempo de 5 min; em 5h, as atividades em tampao acetato variaram
de 18,75 a 28,79 U/mL. A melhor atividade a temperatura de 50°C foi em pH 5,5 com



28,79 U/mL apés 5 horas de

determinagéo da atividade da L-Al soltvel entre os tempos estudados.

Tabela 15. Atividades da L-arabinose isomerase soltvel (U/mL) em tamp&o acetato.’
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reacdo, havendo diferenca significativa na

Atividades (U/mL)

pH 25°C 50°C
5min 5h 5min 5h

3,8 1,69°+0,01 5,22°+0,08 |14,76°+0,03 18,75°+0,02
4,0 13,24°+0,11 17,76°+0,02 | 15,24%+0,39 19,37°+0,43
5,3 20,00°+0,02 20,52°+0,04 | 20,02*+0,01 23,18%+0,07
5,5 22,40°+0,01 23,86"+0,32 | 23,37%+0,15 28,79°+0,31
5,8 20,79°t0,02 20,18%0,14 | 21,04"+0,08 24,99°+0,24
6,0 19,89°+0,01 17,90°+0,09 | 20,04%+0,10 23,31°+0,01

'Numa mesma linha, letras iguais e do

significativamente entre si (p>0,05).

mesmo formato ndo diferem

Em tampéo citrato as medidas também foram realizadas no intervalo de pH

de 3,8 a 6,0, variando a temperatura de 25°C e 50°C (Tabela 16). Em temperatura

ambiente, as atividades variaram de 4,22 a 21,76 U/mL em tempo de 5 min e apos

Sh, as atividades em tampé&o acetato aumentaram, variando de 5,29 a 23,20 U/mL

na faixa de pH estudada. A melhor atividade a temperatura de 25°C foi em pH 5,5

com 23,20 U/mL.

A temperatura de 50°C, as atividades da L-Al soldvel variaram de 9,75 a

17,58 U/mL em tempo de 5 min; em 5h, as atividades em tamp&o acetato variaram
de 12,08 a 22,25 U/mL. A melhor atividade a temperatura de 50°C foi em pH 5,5 com

22,25 U/mL.



Tabela 16. Atividades da L-arabinose isomerase soltivel (U/mL) em tamp&o citrato.

Atividades (U/mL)
pH 25°C 50°C
5min 5h 5min 5h

3,8 4,22°+0,41 5,29°+0,01 |13,58%+0,61 16,97°+0,05
4,0 9,41°+0,72 20,44°+0,31|16,76"+0,01 17,04*+0,12
53 17,23%+0,22 17,31°+0,52 | 16,52%+0,92 16,92"+1,00
5,5 21,76%40,03 23,20°+0,08 | 17,58°40.20 22,25"+0,68
58 16,96°+0,10 20,13%+0,22 | 13,25"+0,11 13,31°+0,04
6,0 17,63%+0,02 17,96°+0,03 | 9,75"+0,67 12,08°+0,06
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"Numa mesma linha, letras iguais e do mesmo formato ndc diferem

significativamente entre si (p>0,05).

Comparando-se os dois primeiros tampdes estudados, pdde-se observar
que melhores resultados foram em pH 5,5 para a atividade da L-arabinose
isomerase soluvel a 50°C. Porém, em valores de atividade, o tamp&o acetato,

apresentou resultado maior (28,79 U/mL).

Em tampéao fosfato (Tabela 17) a 25°C as atividades variaram de 32,03 a
38,22 U/mL em tempo de 5 min. Em 5h, as atividades variaram de 32,20 a 38,60
U/mL. A melhor atividade a temperatura de 25°C foi em pH 8,0 com 38,60 U/mL .A
temperatura de 50°C, as atividades da L-Al soltvel variaram de 33,39 a 38,44 U/mL
em tempo de 5 min; em 5h, as atividades em tampéo fosfato variaram de 33,03 a
38,60 U/mL.

Nestas condigdes ndo houveram diferengas significativas (p<0,05) entre as
atividades medidas em tempo de 5 minutos e 5 horas de isomerizacdo da D-
Galactose em D-Tagatose. Este fato pode ser entendido como a faixa melhor de

determinacéo da atividade da L-Al soluvel estar justamente entre pH 7,0 e 8,5.
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Comparando as temperaturas de reagdo, também ndo houveram diferencas

signinificativas (p<0,05) entre os resultados mensurados.

Tabela 17. Atividades da L-arabinose isomerase soltvel (U/mL) em tampao fosfato.’

Atividades (U/mL)

pH 25°C 50°C

5min 5h 5min 5h

7.0 33,34°+0,02 33,587+0,01|33,39%+0,21 33,51%+0,35
7.5 33,52°+0,46 33,96°+0,01 | 34,35°+0,01 34,59"+0,09
8,0 38,22°+0,01 38,60°+0,16 | 38,44"+0,01 38,61"+0,10

8,5 32,03°+0,02 32,20°+0,20 | 32,99"+0,01 33,04"+0,08

'Numa mesma linha, letras iguais e do mesmo formato nao diferem

significativamente entre si (p>0,05).

A melhor atividade a temperatura de 50°C foi em'pH 8,0 com 38,60 U/mL
(Figura 20B). Na avaliagcdo das condices para atividade da L-arabinose isomerase
soluvel de Lactobacillus latis subsp. latis, o pH étimo 8,0 em tamp&o fosfato a 50°C
no tempo de 5h e a atividade relativa manteve-se acima de 85% entre pH 7,0 e 8,5
nestas condig¢bes, também observado por Liang et al. (2012) para L-Al oriunda da
Thermoanaerobacter mathranii (TMAI), apresentando 80% de atividade relativa em
pH 8,0 a 60°C, enquanto que Xu (2011) para L-Al de Lactobacillus fermentum,

apresentando 90% de atividade relativa em pH entre 5,0 e 7,0 a 65°C.

Considerando as melhores condigoes de catalisagdo da reacdo de
isomerizac@o da D-Galactose em D-Tagatose em pH 8,0 ap6s 5 horas de reagso
tanto em temperatura de 25°C como em temperatura de 50°C, 38,60U/mL e 38,61
U/mL, respectivamente, calcularam-se as medidas de Atividade Relativa de todas as

convengoes analisadas, conforme demonstram as Figuras 18 , 19 e 20.
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Figura 17. Efeitos do pH e da temperatura na atividade relativa da L-Al solGvel em 5 min (m) e 5h (e),
em tampéo acetato a 25°C (A) e a 50°C (B). Atividade relativa de 100% correspondente ao maior valor
bruto em U/mL.
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Figura 18. Efeitos do pH e da temperatura na atividade relativa da L-Al soltivel em 5 min (m) e 5h (e),
em tampao citrato a 25°C (A) e a 50°C (B). Atividade relativa de 100% correspondente ao maior valor
bruto em U/mL.
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Figura 19. Efeitos do pH e da temperatura na atividade relativa da L-Al soltvel em 5 min (m) € 5h (e),
em tampéao fosfato a 25°C (A) e a 50°C (B). Atividade relativa de 100% correspondente ao maior valor
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Li e Zhu (2011) encontraram atividade relativa maxima em pH 9,5-10,5 a
95°C para L-Al de Anoxybacillus flavithermus (AFAl); Cheng (2010) obtiveram
resultados maximos em tampdo fosfato em pH 7,5 a 65°C para L-Al Bacillus
stearothermophilus 1AM 11001 e Rhimi (2007), pH 7,5 a 80°C para L-Al de Bacillus
stearothermophilus US100. Ja Zhang (2010) otimizou em tampé&o Tris-HCL em pH

7,5 para L-arabinose isomerase de Bacillus licheniformis (BL-Al).

Os resultados da isomerizagcdo da D-Galactose comprovam o efeito do pH
sobre a acdo da enzima L-arabinose isomerase, onde suas melhores atividades

foram detectadas em pH 7,5 e 8,0 em tampé&o fosfato.

3.2 Imobilizagdo da L-Al em suporte de Quitosana-Alginato-Epoxilado

Com o objetivo de desenvolver um biocatalisador para reutilizagéo e redugao
de custos com o processo continuo de produgdo de D-Tagatose, utilizou-se o
suporte de Quitosana-Alginato-Epoxilado a 2,5% (m/m) devido ao baixo tempo
necessario para imobilizacdo e o nimero de ligagbes enzima-suporte ndo serem
muitas e, quanto melhor o arranjo da ligagdo entre as moléculas das proteinas e do
suporte, maiores s@o as possibilidades de estabilizagdo sera atingida (ADRIANO,
2008b).

Para a avaliagao dos parametros da imobilizagéo, definiram-se as condigées
de adsor¢édo conforme as melhores condi¢es de atividade da L-Al soltvel em todos

os tampdes avaliados, de acordo com o que se apresentam na Tabela 18.

Segundo os resultados obtidos nos ensaios de imobilizacdo da L-Al em
quitosana-alginato epoxilado 2,5%, nos quais apresentaram a influéncia do pH em
relagdo ao rendimento de imobilizagdo para os derivados obtidos em condi¢gdes
especificas. POde-se observar que a otimizagéo da imobilizagédo apresentou-se no
pH 8,0 em tampéo fosfato 50 mM, com 90,22% de rendimento da imobilizacdo (RI) e
80,67% de atividade recuperada (ARec) apds 24 horas de imobilizagdo em
temperatura de 25°C.
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Tabela 18. Parametros de imobilizagao de L-arabinose isomerase em suportes de quitosana-alginato epoxilado
2,5% (m/m). Carga oferecida de 2,28 mg de proteina.g'1gel, apés 5 min, 5h e 24 h de contato enzima-suporte.
Sendo (RI) rendimento de imobilizacdo, (ARec) atividade recuperada, (Ay) atividade tedrica de imobilizacéo e

(AAP) atividade aparente do derivado.

AT| AAP
RI (%) ARec (%) 1
Ensaios (U . g suporte) (U. g'1 suporte)
5min | 5min | 5h 5h
1 44,30 36 | 72,76 | 79,19 | 79 15,23
2 | 3540 58 | 62,43 | 66,03 | 13,45 |
3 56,96 3| 59,33 | 76,00 | ¢ 20,55 | 22,14
4 57,82 | 88,07 | 90,22 | 61,33 | 74,13 25,20

Ensaios: (1) Tampé&o Acetato 50 mM /pH 5,5, (2) Tampéo Citrato 50 mM /pH 5,5, (3) Tampé&o Fosfato
50 mM/pH 7.5 e (4) Tampéo Fosfato 50 mM /pH 8,0.

Conforme os resultados obtidos nos ensaios de imobilizagdo da L-Al em
quitosana-alginato epoxilado 2,5%, apresentaram a influéncia do pH em relagao ao
rendimento de imobilizacao para os derivados obtidos em condi¢des especificas.

A imobilizacédo da L-arabinose isomerase em tampéao acetato 50mM e pH 5,5
apresentou aumento do rendimento da imobilizacao de 82,10% entre o periodo de 5
minutos e 5 horas e 5,32% entre 5 horas e 24 horas de exposicdo da enzima sollvel
ao suporte. Houve um aumento de 8,84% na atividade recuperada no primeiro
periodo de imobilizagdo, o que caiu para 5,17% entre 5 e 24 horas. Para as
condigoes de pH 5,5 em tampao citrato 50mM, apresentou um aumento no Rl 49%
nas primeiras 5 horas de imobilizagao e 11,18% apds 24 horas. Para a atividade
recuperada, houve um aumento sutil de 5,76% nas primeiras 5 horas e, apos o
segundo periodo de imobilizagdo, 8,04%. Das condigdes de imobilizacdo
estudadas, esta apresentou menor Rl e ARec ao final das 24 horas. Ja em tampéo
fosfato 50 mM, pH 7,5 houve um aumento de 37,29% e um sutil aumento de 1,51%
nas primeiras 5 horas e 24 horas respectivamente. Em 5 minutos de imobilizagao,

apresentou a menor atividade recuperada, quando comparado com os demais
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ensaios (59,33%), porém houve um aumento de 28,09% ap6s 5 horas e mais 6%
apos 24 horas de imobilizagdo. Péde-se observar que a otimizagao da imobilizagao
da L-Al apresentou-se no pH 8,0 em tampéo fosfato 50 mM, com 90,22% de
rendimento da imobilizagdo (RI) e 80,67% de atividade recuperada (ARec) apés 24
horas de imobilizagdo em temperatura de 25°C. Estudos de imobilizacdo da L-
arabinose isomerase em outros suportes como pérolas de quitosana e alginato (LIM,
2008) foram otimizados em tampado fosfato e pH 7,5; Zhang et al. (2010)
imobilizaram BL-Al em tampao Tris-HCI 20 mM em pH 7,5 com o melhor rendimento
de imobilizacao de 73,2% para suporte com concentragio de 1,8% de alginato; em
imobilizagdes por adsorgdo em suporte de aminopropil modificados com 25% de
glutaraldeido, foram carreados em tampo fosfato 50 mM com pH 7,0 por 24h
apresentando Rl de 146,13% a 25°C (ZHANG, 2011).

3.3 Estabilidade Térmica da L-arabinose isomerase soltvel e imobilizada

A estabilidade térmica da L-Al soluvel e imobilizada foram investigadas a
temperatura de 75°C, conforme mencionado por Lim (2008), Zhang (2011) e Liang
(2012), e demonstrados a Tabela 19 e os graficos a seguir.

Tabela 19. Valores estimados para as constantes de desnaturagéo térmica (Kd), em funcio da
temperatura de 75°C, aplicando modelo de Sadana e Henley (1987).

L-arabinose Sadana e Henley (1987) t.
Tampao/pH FE
isomerase Kd a R* (min.)
Soltvel 0,0025 0,3590 0,95475 300
Acetato, pH 5,5 2,40
Imobilizada 0,0012 0,8258 0,97041 720
Soltvel 0,0035 0,2846 0,99247 210
Citrato, pH 5,5 2,28
Imobilizada 0,0021 0,2218 0,99952 480
Soldvel 0,0008 1,1691 0,90089 1080
Fosfato, pH 7,5 2,44
Imobilizada 0,0003 0,4842 0,97151 2640
Soluvel 0,0007 1,2635 0,90428 1200
Fosfato, pH 8,0 225
Imobilizada 0,0004 0,4692 0,97729 2700
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Figura 20. Estabilidade Térmica da L-Al soluvel (m) e imobilizada (¢) a 75°C, no tampé&o acetato, pH
5,5. As curvas representam a aproximagao do modelo de Sadana e Henley (1987).
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Figura 21. Estabilidade Térmica da L-Al soltvel (m) e imobilizada (¢) é?S"C, no tampao citrato, pH
5,5. As curvas representam a aproximagdo do modelo de Sadana e Henley (1987).
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Figura 22. Estabilidade Térmica da L-Al solivel (m) e imobilizada (¢)a 75°C, no tampao fosfato, pH
7,5. As curvas representam a aproximacao do modelo de Sadana e Henley (1987).
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Figura 23. Estabilidade Térmica da L-Al soltvel (w) e imobilizada (+) a 75°C, no tampao fosfato, pH
8,0. As curvas representam a aproximagao do modelo de Sadana e Henley (1987).
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A L-arabinose isomerase imobilizada em quitosana-alginato epoxilado, em
tampé&o acetato a pH 5,5 apresentou 12% de desativagao térmica nas primeiras 4
horas de exposicado a temperatura de 75°C. Nestas condi¢bes, apresentou tempo de
meia vida de 12h e um fator de estabilidade térmica de 2,40 a mais que a enzima
solavel.

Em tampao citrato, a L-Al soluvel apresentou tempo de meia vida de 3,5
horas enquanto que sua verséo imobilizada, de 8 h; o FE, nestas circustancias, foi
de 2,28 a mais que a L-Al soluvel.

Mediante as condigdes de pH 7,5 e 8,0 em tampao fosfato, a enzima soluvel
mostrou-se mais estavel termicamente quando comparados com os resultados em
tampéo fosfato e acetato em pH 5,5, com tempo de meia vida de 12h e 18h,
respectivamente. Ja os biocatalisadores nestas mesmas conjunturas, apresentaram
44 h de tempo de meia vida (t'2).

Como o esperado, a enzima imobilizada apresentou maior estabilidade
térmica do que em sua forma soluvel, com um fator de estabilidade térmica de 2,44,
em tampao fosfato pH 7,5 indicando que imobilizagao favoreceu a estabilizac&o da
enzima, tornando o suporte de quitosana-alginato epoxilado uma alternativa para
sua imobilizacao. Zhang (2011) obtiveram o fator de estabilidade térmica da L-Al
imobilizada de Baciflus licheniformis de 3,6 e Lim (2008), um fator de estabilidade de

11 para L-Al imobilizada de Thermotoga neapolitana.

3.4 Estabilidade Operacional da L-Al imobilizada

Consoante os resultados satisfatérios dos pardmetros de imobilizagdo e os
fatores de estabilidade térmica, estudou-se a estabilidade operacional da L-Al
imobilizada em quitosana-alginato-epoxilado 2,5% através da producdo de D-
Tagatose. Foram realizadas bateladas consecutivas (10 ciclos) de isomerizagdo em
tampé&o fosfato, pH 7,5 e 8,0 (Figura 25).

Ao avaliar a estabilidade operacional destas isomerizacfes, observou-se que

o derivado obtido a pH 8,0 foi bem mais estavel quando comparado ao derivado
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obtido a pH 7,5. Contudo, o estudo da estabilidade operacional da isomerizagao
mostrou que ambos os derivados possuem perfis de decaimento semelhantes. Em
pH 7,5, a L-Al imobilizada apresentou atividade de 38,60 U de D-tagatose/g de
suporte no 1° ciclo e 36,40 U de D-tagatose/g de suporte no 10° ciclo, enquanto que
em pH 8,0, a L-Al imobilizada apresentou atividade de 38,61 U de D-tagatose/g de
suporte no 1° ciclo e 36,89 U de D-tagatose/g de suporte no 10° ciclo. Ndo houve
perda significativa (p<0,05) de atividade durante os 10 ciclos estudados em pH 8,0,
confirmando que as ligagdes enzima-suporte foram suficientemente estaveis

conforme afirma Adriano (2008b).

Figura 24. Estabilidade Operacional da L-Al imobilizada a 25°C, em tampéo fosfato: (m) pH 7,5 e (=) 8,0.
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3.5 Estabilidade de Estocagem da L-Al imobilizada

No estudo da estabilidade de estocagem a 5°C o suporte mantido em pH 8,0
também apresentou-se sem perda significativa de atividade no periodo de 90 dias,

conforme demonstra a Figura 26. Em pH 7,5, a L-Al imobilizada apresentou
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atividade de 38,59 U de D-tagatose/g de suporte no tempo 0 e 37,55 U/g em 90 dias,
enquanto que em pH 8,0, a L-Al imobilizada apresentou atividade de 38,67 U de D-

tagatose/g de suporte no tempo 0 e 37,96 U de D-tagatose/g em 90 dias de
estocagem.

Estas perdas de atividade de 2,69% (pH 7,5) e 1,84% (pH 8,0) durante o
tempo de estocagem a 5°C atesta que ambos os derivados obtidos estdo aptos a

serem armazenados com a finalidade de isomerizacdo da D-Galactose em D-
Tagatose.

Figura 25. Estabilidade de Estocagém da L-Al imobilizada a 25°C, nos tampdes fosfato pH 7,5 (m) e
fosfato 8,0 (m) estudados.
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4. CONCLUSAO

Quitosana-Alginato Epoxilado foi selecionado como suporte de imobilizagao

da L-arabinose isomerase para a producgao de tagatose em pH 8,0 pois apresentou
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maior rendimento de imobilizagao em tampéo fosfato 50 mM apés 24h, com 90.21%
de atividade recuperada, em temperatura de 25°C, estabilidades térmica de 44h a
75°C, perda de 4,45% na atividade durante o estudo de estabilidade operacional
com 10 ciclos e perda de 1,84% da atividade durante 90 dias de estocagem quando
comparados com pH mais baixos, em reatores descontinuos. A aplicacéo industrial
para L-Al de Lactobacillus latis subsp. latis CRL63 continua sendo investigada e a
sua estabilidade térmica a altas temperaturas da enzima imobilizada é muito

importante.
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5. CONCLUSOES

No desenvolvimento de protocolos de imobilizacdo das enzimas Neutrase e
L-arabinose isomerase foram obtidos diversos resultados satisfatérios.

Com relagédo a enzima Neutrase, os dados obtidos mostram que as
matérias-primas oriundas de residuos agroindustriais (de baixo custo) como a fibra
da casca de coco verde, bagacgo de caju e quitosana séo suportes adequados para a
sua imobilizagdo. Melhores resultados de rendimento de imobilizagéo, atividades
recuperadas e tempo de meia-vida foram alcangados quando a enzima foi
imobilizada em fibra de coco vefde bruta. Sobre agentes de ativacéo, o glutaraldeido
demonstra ser o mais adequado, desde que os valores mais elevados de meias-
vidas foram alcancados.

Tais resultados também permitiram verificar que ha uma influéncia positiva
na ativagado de copolimeros e de diferentes métodos de ativacdo no protocolo de
imobilizagédo de Neutrase® em quitosana. Para géis ativados com glutaraldeido, o
derivado quitosana2,5%-glutaraldeido apresentou melhores resultados quanto ao
rendimento da imobilizagao.

Assim, Neutrase® imobilizada em fibra de coco verde natural ativada com
glutaraldeido e  quitosana  2,5%-glutaraldeido  apresentaram-se  como
biocatalisadores promissores hidrolise de proteinas.

Quanto a enzima L-arabinose isomerase apresentou maxima atividade
enzimatica obtida a pH 8 a 25°C para enzima sollvel e para a enzima imobilizada o
maximo rendimento de imobilizagao foi no pH 8,0 em tampao fosfato 50 mM apos 24
horas, com 90,21% de atividade recuperada, em temperatura de 25°C, estabilidades
térmica de 44h a 75°C, perda de 4,45% na atividade durante o estudo de
estabilidade operacional com 10 ciclos e perda de 1,83% da atividade durante 90
dias de estocagem quando comparados com pH mais baixos, em reatores
descontinuos.

Quitosana-Alginato Epoxilado foi usado como suporte de imobilizagdo por
adsorcéao da L-arabinose isomerase para a producao de D-tagatose pois apresentou

aplicacao industrial viavel.
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Estudos da producéo de D-Tagatose através da L-Al de Lactobacillus latis
subsp. latis CRL63 continua sendo investigada e sua estabilidade térmica a altas
temperaturas da enzima imobilizada € muito importante, assim como sua prbdugéo
para aplicacdo em alimentos também deve ser investigada.

Os produtos oriundos destas hidrélises (a partir da Neutrase) e das
isomerizagbes (a partir da L-Al) sdo de grande importdncia para a industria
farmaceéutica, biotecnologica, médica e de alimentos: peptideos oriundos da hidrélise
de proteinas do soro apresentam grande caracterizagdo funcional antioxidante e
antiinflamatoria, utilizagéo em alimentos para retardar ou até mesmo evitar oxidagéo
e consequente mudanga de cor, sabor e textura, evitando a diminuicdo do shelf-life;
ja a D-tagatose possui um méaximo de 1,5 kcal/g, seu consumo ndo induz um
aumento da gluiose no sangue ou os niveis de insulina e ainda estabiliza o nivel de
glicose, pode ser utilizado como substituto do agucar, desejavel para pessoas com
diabetes (alimentos dietéticos), é lentamente convertido em acidos organicos nas
placas bacterianas, que ndo provocam caries dentarias, e pode ser usada em

alimentos prebidticos.

Com isso, a efetivagdo e a viabilidade econémica das imobilizacées das
enzimas Neutrase e L-arabinose isomerase em escala industrial através de mais
estudos se faz importante visando mensurar a capacidade maxima de imobilizagéo e
produgdo de ambas as enzimas. Como sugestbes, estudos da imobilizacao
simultdnea de B-galactosidase e L-arabinose isomerase, bem como de Neutrase e
Alcalase podem ser mais efetivas dentro de uma industria de aproveitamento de

soro lacteo.
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