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RESUMO 

 

A D-tagatose é um edulcorante que apresenta 90% de doçura e baixo valor calórico, em 

comparação a sacarose, não elevando as taxas de açúcar no sangue detendo características 

antidiabéticas, probióticas e antioxidantes. A D-tagatose pode ser obtida pelo método 

enzimático, utilizando como biocatalizador a L-arabinose isomerase (L-AI), a partir da 

isomerização da D-galactose, um monossacarídeo que pode ser obtido pela da hidrólise da 

lactose usando a enzima β-galactosidase (β-GAL). Contudo, para manter uma maior 

estabilidade térmica e operacional, mantendo um melhor desempenho dos biocatalisadores em 

condições adversas de operação, viabilizando a recuperação e reutilização de enzimas, pode-

se aplicar métodos de imobilização enzimática, no qual destaca-se a reticulação por moléculas 

de proteína sem a presença de um suporte, a formação de CLEAs (Cross-linked enzyme 

aggregates), cuja metodologia permite combinar, em um único agregado, duas ou mais 

enzimas (Combi-CLEAs), apresentando altas produtividades e reduzindo o custo do 

biocatalisador e quando enriquecidos com características magnéticas (m-CLEAs), permitem a 

separação dos agregados com a utilização de ímãs. O objetivo desse trabalho, portanto, foi 

estudar a co-imobilização das enzimas β-GAL e L-AI em agregados enzimáticos magnéticos 

reticulados para a síntese do açúcar D-tagatose a partir da lactose comercial. Para tal, esse 

trabalho foi realizado em duas etapas principais: (I) produção da L-AI por cultivo submerso e 

(II) preparação dos m-CLEAs e m-Combi-CLEAs . O crescimento do microrganismo, para 

produção da enzima LA-I, foi avaliado em (a) frascos agitados (agitador orbital) e em (b) 

biorreator de bancada. O crescimento celular do microrganismo foi acompanhado em meio de 

cultivo contendo lactose do soro do leite como indutor para produção da enzima. Avaliou-se 

também a utilização de extrato de levedura em grau analítico e industrial para fins 

comparativos. Em (a) a triptona não foi adicionada ao meio, observando o impacto na 

produção da L-AI. Em (b) foram comparadas condições aeróbicas e anaeróbicas. Após 12h de 

cultivo a 37 ºC e uma agitação de 200 RPM, foi realizado o rompimento celular para a 

obtenção do extrato enzimático, que foi caracterizado quanto a atividade enzimática, 

concentração de proteínas e síntese da D-tagatose. Para a produção de D-tagatose a partir de 

lactose, iniciou-se com a preparação dos m-CLEAs de β-GAL, usando a enzima de 

Aspergillus oryzae, disponível comercialmente. A capacidade de hidrólise do m-CLEA de β-

GAL foi avaliada na presença de 500 mM de lactose. Em seguida, foram produzidos m-

CLEAs de L-AI, obtida neste trabalho, bem como m-Combi-CLEAs contendo ambas as 

enzimas co-imobilizadas. Os resultados dos experimentos demostraram que o extrato de 



 

levedura industrial é um substituto em potencial do extrato de levedura grau analítico. 

Observou-se ainda que a não adição da triptona do prejudicou o crescimento do 

microrganismo contudo não atingiu a produção da enzima. Observou-se a influência positiva 

da aeração no crescimento e na produção da enzima de interesse, impactando na quantidade 

de D-tagatose produzida. Por fim, observou-se um rendimento de imobilização de 100% para 

os CLEAs produzidos, com uma conversão da lactose em torno de 99,9%, quando se utilizou 

o m-Combi-CLEA, e uma bioconversão de D-tagatose em torno de 16%. 

 

Palavras-chave: galactose; L-AI; imobilização enzimática; CLEA; combi-CLEA. 

 

 



 

ABSTRACT 

 

D-tagatose is a sweetener that has 90% sweetness and low caloric value, compared to sucrose, 

does not increase blood sugar levels and has antidiabetic, probiotic and antioxidant 

characteristics. D-tagatose can be obtained by the enzymatic method, using L-arabinose 

isomerase (L-AI) as a biocatalyst, from the isomerization of D-galactose, a monosaccharide 

that can be obtained through the hydrolysis of lactose using the enzyme β- galactosidase (β-

GAL). However, to maintain greater thermal and operational stability, maintaining better 

performance of biocatalysts in adverse operating conditions, enabling the recovery and reuse 

of enzymes, enzymatic immobilization methods can be applied, in which cross-linking by 

molecules of protein without the presence of a support, the formation of CLEAs (Cross-linked 

enzyme aggregates), whose methodology allows combining, in a single aggregate, two or 

more enzymes (Combi-CLEAs), presenting high productivity and reducing the cost of the 

biocatalyst and when enriched with magnetic characteristics (m-CLEAs), they allow the 

separation of aggregates using magnets. The objective of this work, therefore, was to study 

the co-immobilization of the enzymes β-GAL and L-AI in cross-linked magnetic enzymatic 

aggregates for the synthesis of the sugar D-tagatose from commercial lactose. To this end, this 

work was carried out in two main stages: (I) production of L-AI by submerged cultivation and 

(II) preparation of m-CLEAs and m-Combi-CLEAs. The growth of the microorganism, for the 

production of the LA-I enzyme, was evaluated in (a) shaken flasks (orbital shaker) and in (b) 

a benchtop bioreactor. The cellular growth of the microorganism was monitored in a culture 

medium containing whey lactose as an inducer for enzyme production. The use of yeast 

extract in analytical and industrial grade was also evaluated for comparative purposes. In (a) 

tryptone was not added to the medium, observing the impact on L-AI production. In (b) 

aerobic and anaerobic conditions were compared. After 12 hours of cultivation at 37 ºC and 

shaking at 200 RPM, cell disruption was carried out to obtain the enzymatic extract, which 

was characterized in terms of enzymatic activity, protein concentration and D-tagatose 

synthesis. For the production of D-tagatose from lactose, we started with the preparation of 

m-CLEAs from β-GAL, using the commercially available enzyme from Aspergillus oryzae. 

The hydrolysis capacity of m-CLEA from β-GAL was evaluated in the presence of 500 mM 

lactose. Then, m-CLEAs from L-AI, obtained in this work, were produced, as well as m-

Combi-CLEAs containing both co-immobilized enzymes. The results of the experiments 

demonstrated that industrial yeast extract is a potential substitute for analytical grade yeast 



 

extract. It was also observed that the non-addition of tryptone impaired the growth of the 

microorganism but did not affect the production of the enzyme. The positive influence of 

aeration on the growth and production of the enzyme of interest was observed, impacting the 

amount of D-tagatose produced. Finally, an immobilization yield of 100% was observed for 

the CLEAs produced, with a lactose conversion of around 99.9%, when m-Combi-CLEA was 

used, and a bioconversion of D-tagatose around 16%. 

 

Keywords: galactose; L-AI; enzymatic immobilization; CLEA; combi-CLEA. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com o relatório divulgado pela Organização Pan-Americana da Saúde 

(OPAS) (2022), mais de 1 milhão de pessoas no mundo são obesas. As taxas crescentes de 

obesidade, má alimentação, falta de atividade física entre outros fatores contribuem para o 

gradativo aumento dos casos de diabetes. Em 2021, cerca 6,7 milhões de pessoas no mundo, 

morreram vítimas da diabetes e de suas comorbidades. Segundo o Atlas do Diabetes, da 

Federação Internacional do Diabetes (IDF) (2021), a doença causou pelo menos US$ 966 

bilhões em gastos com saúde e, até 2045, estima-se que serão 783 milhões de adultos, entre 

20 e 79 anos, convivendo com a diabetes.  

Desse modo, com o aumento do número de doenças associadas ao consumo de 

açúcar e/ou gordura, observa-se a necessidade do mercado de realizar mudanças nos 

ingredientes e nas formulações de alimentos, medicamentos, entre outras substâncias, para 

proporcionar à população hábitos alimentares e cotidianos que beneficiem a saúde. Nesse 

âmbito, em virtude do seu baixo poder calórico, propriedades probióticas e baixa capacidade 

de absorção pelo organismo, não alterando as taxas de açúcar no sangue, (Jayamuthunagai et 

al., 2017; Bortone; Fidaleo, 2020; Souza, 2020), a D-tagatose pode ser aplicada no tratamento 

de doenças vinculadas a diabetes, a obesidade e outras doenças metabólicas (Ravikumar et al., 

2021), além do tratamento da hemofilia e da anemia (Jayamuthunagai et al., 2017). 

Contudo, a ocorrência deste açúcar na natureza é limitada a pequenas 

concentrações (Xu et al., 2018). A D-tagatose pode ser obtida a partir da isomerização da D- 

galactose pelo método químico, através do uso de catalizadores de cálcio. Todavia, esta rota 

apresenta etapas desfavoráveis a uma química verde e de baixo custo, com a produção de 

resíduos e subprodutos que demandam a necessidade de tratamentos específicos e complexos 

para descarte (Oh, 2007; Ravikumar et al., 2021). Desse modo, visando a produção de D-

tagatose em escala industrial, é possível aplicar a via enzimática para obtenção deste produto 

(Xu et al., 2018). Entre os biocatalizadores requeridos, o mais utilizados é a L -arabinose 

isomerase (L-AI), cuja substrato é a D-galactose, a qual pode ser obtida pela síntese da lactose 

pela enzima de β-galactosidase (β-GAL)(Ravikumar et al., 2021). 

Entretanto, a utilização de enzimas, no ponto de vista industrial, é desafiadora 

devido à falta de estabilidade a longo prazo e a possiblidade de recuperação e reutilização 

dessas enzimas, geralmente aplicadas em sua forma livre (Sheldon, 2019). 

Para remediar essa problemática, uma alternativa é a imobilização enzimática, 

pois viabiliza a recuperação e reutilização de enzimas, conduzindo a um melhor desempenho 
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do biocatalisador em condições adversas de operação, favorecendo uma maior estabilidade 

térmica e operacional (RicardI, 2021). Entre os diversos métodos de imobilização, destaca-se 

a reticulação de agregados formados por moléculas de proteína, de modo que as enzimas são 

imobilizadas sem a presença de um suporte, apresentando altas produtividades e reduzindo o 

custo de um suporte (Sheldon, 2019; Rai; Kumar; Yadav, 2021). Além disso, a metodologia 

permite um processo de biocatálise multiuso, os Combi-CLEAs, no qual se pode associar em 

um único agregado duas ou mais enzimas que reagem em um sistema em cascata. Pode-se 

ainda adicionar propriedades magnéticas aos CLEAs (m-CLEAs), facilitando a separação dos 

agregados de outros sólidos com a utilização de ímãs (Sheldon, 2019).  

Desse modo, dado o potencial tecnológico industrial para a preparação de 

agregados enzimáticos reticulados com propriedades magnéticas e sua utilização em 

processos de biocatálise, nosso grupo de pesquisa GPBio (Grupo de Pesquisa e 

Desenvolvimento de Processos Biotecnológicos) vem estudando a preparação de 

biocatalisadores utilizando a enzima L-arabinose isomerase, como apontado por Sousa (2015) 

e Souza (2020), e β-Galactosidase de Aspergillus oryzae por Freitas (2022) e Ribeiro (2023), 

buscando desenvolver metodologias eficazes e sustentáveis para a produção de D-tagatose 

visando a aplicação em processos de síntese em escala industrial.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Geral 

 

Este trabalho teve como objetivo a co-imobilização das enzimas L- arabinose 

isomerase e β-galactosidase em agregados enzimáticos magnéticos reticulados para a síntese 

integrada do açúcar D-tagatose a partir da lactose comercial.  

 

2.2 Específicos 

 

• Quantificar o crescimento celular do microrganismo Escherichia coli, BL21, e 

produção da enzima L-arabinose isomerase recombinante em agitador orbital; 

• Avaliar o efeito da aeração na produção da enzima L-arabinose isomerase e no 

crescimento celular do microrganismo em biorreator de bancada; 

• Investigar os efeitos sistemáticos, na produção da L-AI, da substituição do extrato de 

levedura de grau analítico por um extrato de levedura industrial, de menor grau de 

pureza, e a influência da triptona do meio de cultivo; 

• Caracterizar o extrato enzimático de L-AI produzido por cultivo submerso quanto à 

atividade enzimática e concentração de proteínas; 

• Produzir CLEAs magnéticos (m-CLEA) de β-galactosidase (β-GAL) e L-AI; 

• Avaliar o m-CLEA de β-galactosidase na produção de galactose na concentração a 

partir de 500 mM de substrato (lactose); 

• Produzir m-Combi-CLEAs de L-AI e β-GAL e aplicar na reação em cascata para a 

produção de D-tagatose a partir de lactose. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

3.1 D-tagatose: características, aplicações e produção 

 

A indústria nos mais diversos setores busca atender a demanda de seus 

consumidores. Para tal, é necessário, muitas vezes, realizar mudanças nos ingredientes das 

formulações de alimentos, medicamentos entre outras substâncias, que se volta para hábitos 

alimentares e cotidianos que beneficiem a saúde. Nesse contexto, a D-tagatose, segundo Oh 

(2007), tem se destacado dado seus benefícios a saúde e propriedades similares à sacarose, 

podendo, também ser utilizada como intermediário para síntese de compostos opticamente 

ativos e como aditivo nas formulações de detergentes, cosméticos e fármacos (Ibrahim; 

Spradlin, 2000).  

A ocorrência da D-tagatose na natureza foi registrada a primeira vez na goma da 

Sterculia setigera, uma espécie de árvore encontrada comumente nas savanas do Sudão e da 

Guiné da África Tropical (Hirst; Hough; Jones, 1949). Pequenas quantidades de D-tagatose 

também foram observadas em diversos alimentos, como queijos, iogurtes, chocolate quente, 

leite em pó esterilizado e outros derivados de produtos lácteos (Mendoza; Olano; Villamiel, 

2005; Richards; Chandrasekhara, 1960; Troyano; Martinezcastro; A Olano, 1992).  

Em 2001, a D-tagatose recebeu o status de “Geralmente Reconhecida como 

Segura” (GRAS) pela American Food and Drug Administration (FDA) e é aprovada como 

segura pelo Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) desde 2004 

(Levin, 2002 ), sendo definida como um açúcar raro, pela Sociedade Internacional de 

Açúcares Raros (ISIR) de acordo com Guerrero-Wyss; Agüero; Dávila (2018), sendo utilizado 

como adoçante em iogurtes, chocolates, refrigerantes, cremes, balas dietéticas, gomas de 

mascar, cereais, barras saudáveis e bebidas à base de leite, nas indústrias de panificação e 

confeitaria (Buemann et al., 2000; Guerrero-Wyss; Agüero; Dávila, 2018), além de deter o 

potencial como intensificador de sabor em alimentos (Jayamuthunagai et al., 2017b).  

Esse monossacarídeo vem sendo amplamente pesquisado como um adoçante 

alternativo a sacarose (JayamuthunagaI et al., 2017a), pois comparado, possui 30% do 

conteúdo energético e 92% de doçura (Jayamuthunagai et al., 2017b). Em virtude do seu 

baixo poder calórico, propriedades prebióticas, anti-biofilme, anti-halitose, anti-placa, 

apresentando características, como: não cancerígeno, efeito hemolítico não genotóxico 

(Bertelsen; Jensen; Buemann, 1999; Cisar; Kolenbrander; Mcintire, 1979; Lærke; Jensen; 

Højsgaard, 2000), promovendo a perda de peso (Buemann et al., 2000) e não alterando as 

https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-007-0981-1#ref-CR8
https://link.springer.com/article/10.1007/s00253-007-0981-1#ref-CR8
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taxas de açúcar no sangue (Donner; Wilber; Ostrowski, 1999; Seri et al., 1993 ), a D-tagatose 

é apontada no tratamento de doenças associados ao diabetes tipo 2, obesidade, hiperglicemia, 

anemia, hemofilia e cárie dentária (Levin 2002 ; Moore 2006; Seri et al., 1993), sendo 

também considerada por pesquisadores como antioxidante e crioprotetor (Donner; Wilber; 

Ostrowski, 1999; Levin, 2002 ). 

Todavia, apesar dos benefícios e da gama de aplicabilidades, a disponibilidade de 

D-tagatose, na natureza, é limitada a pequenas concentrações (Ravikumar et al., 2021), de 

modo que a sua obtenção pode ser viabilizada pela rota química, no qual se utiliza a galactose 

como matéria prima em um processo de isomerização para formação do complexo-D-tagatose 

por meio de uma reação com cálcio ou hidróxido de sódio, utilizando cloreto de cálcio/sódio 

como catalisador ( Beadle, Saunders, & Wajda, 1992 ). Contudo, essa via apresenta etapas 

complexas de purificação, além da formação de resíduos químicos e subprodutos (Oh, 2007), 

envolvendo alto custo no tratamento de resíduos impedindo o uso extensivo de métodos 

químicos para a síntese D-tagatose ( Roy et al., 2018 ).  

Em contrapartida, a fim de superar os desafios que ocorrem na produção química, 

a rota biológica, com a utilização de enzimas, biocatalizadores, para converter D-galactose 

em D-tagatose, tem atraído pesquisadores a descobrir novas maneiras de sintetizá-la de modo 

mais barato e ecológico. (Ravikumar et al., 2021). 

 

Figura 1 – Comparativo da rota química e da rota enzimática para produção de D-tagatose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ROTA QUÍMICA 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224420306944?via%3Dihub#bib11
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224420306944?via%3Dihub#bib149
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Fonte: Ravikumar et al., (2021) com adaptação da autora. 

 

A Figura 1 salienta a produção de D-tagatose pela rota da produção química e biológica, onde 

se pode observar, na rota enzimática, a produção de tagatose pelas enzimas: L- arabinose 

isomerase, epimerases e oxidoredutases. Entretanto, dentre os biocatalisadores, a L -arabinose 

isomerase (L-AI) tem sido a mais utilizada para a produção de D-tagatose, visto que o 

substrato requerido pelo L-AI é a D-galactose, que pode ser facilmente obtida a partir de 

matérias-primas contendo lactose (Oh, 2007), cuja método de produção, viabilizado pela 

lactose, é demostrado na figura 2, onde pode-se observar a aplicação de β-galactosidases na 

quebra da lactose para formar uma fração D-glicose e uma D-galactose ( Freitas et al., 2011; 

Guerrero; Vera; Illanes, 2017; Soupioni et al., 2013 ), de modo que a galactose formada é 

isomerizada em D-tagatose pela L-arabinose isomerase.  

 

Figura 2 – Processo de produção da D-tagatose a partir de lactose envolvendo a atuação de 

duas enzimas em uma reação em cascata, β-galactosidase (β-GAL) e L-Arabinose Isomerase 

(L-AI) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

 

   
Epimerase L-arabinose isomerase Oxidoredutase 

ROTA ENZIMÁTICA 

 L-AI 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0960852417304042#b0145
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Dentre os três diferentes métodos de produção de D-tagatose, a utilização da l-

arabinose isomerase, para isomerização da D-galactose, apresenta-se como a escolha mais 

viável e econômica para produção em larga escala. No entanto, devido a configurações de 

substrato semelhantes, L-AI também pode converter L-arabinose em L-ribulose (Heath, 

Hurwitz, Horecker, & Ginsburg, 1958 ; Roh et al., 2000 ), Figura 3.  

 

Figura 3 - Reações de isomerização catalisadas pela enzima L-arabinose isomerase 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            Fonte: Xu et al., 2018, com adaptação da autora. 

 

Atualmente, os pesquisadores estão caracterizando L-AI de diversas bactérias para 

melhorar a biossíntese da D-tagatose em escala industrial, de modo que se pode observar, de 

acordo com Ravikumar et al. (2021), o aumento do número de estudos acerca das 

estratégia de bioconversão ou biossíntese na produção de D-tagatose, além de pesquisas na 

manipulação de L-AIs, adequando-as para operação em pHs variados, temperaturas e 

possibilidades de modificação de células inteiras para aproveitar a lactose presente em 

resíduos agroindustriais para obtenção de um processo de produção mais barato .  
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3.2 L-arabinose Isomerase: características e aplicações  

 

A L-arabinose isomerase, Figura 4, é um biocatalizador comumente requerido 

para a produção de D-tagatose in vitro utilizando a D-galactose como substrato (Roh et al., 

2000), pode ter sua origem dos mais diversos microrganismos incluindo 

bactérias psicrotolerantes, mesófilas, termofílicas e hipertermófilas, detendo características 

particulares, como: a termoestabilidade , um pH ideal levemente ácido, tolerância ao frio, 

dependência de metais, exigência de uma fonte de qualidade alimentar para produção 

e especificidade do substrato (Xu et al., 2018), entretanto, ainda é uma enzima não 

comercialmente disponível com aplicação potencial na produção de L-ribulose e D-tagatose 

(Jayamuthunagai et al., 2017). Diante desse cenário, dado o potencial das L-AIs e a sede de 

aumentar suas propriedades catalíticas e de estabilidade para aplicações industriais, despertou-

se o interesse em conhecer as funções mecanistas dessa enzima, de modo que, vários estudos 

foram realizados, até mesmo, para rastrear as melhores cepas produtoras de L-AI envolvendo 

a expressão recombinante de genes de L-AI em hospedeiros favoráveis (Choi et al., 

2016; Kim et al., 2002 , Kim; Oh, 2005). 

 

Figura 4 – Representação estrutural da L-arabinose isomerase (L-AI)  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Fonte: Manjasetty e Chance, (2006). 
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A princípio, o conhecimento da engenharia enzimática foi aplicado para melhorar 

a atividade catalítica e alterar a regiosseletividade, entretanto, pouco a pouco, o escopo dessa 

técnica foi ampliado para fixar a estabilidade de enzimas com base na temperatura, pH e 

solventes orgânicos (Badenhorst; Bornscheuer, 2018; Bornscheuer et al., 2012 ). De acordo 

com Ravikumar et al. (2021), na última década, a caracterização de numerosas L-AIs de uma 

ampla gama de microrganismos e o extenso número de estudos de engenharia de proteínas 

permitiu que pesquisadores pudessem realizar alterações nas propriedades da enzima. Apesar 

de isso não garantir a aplicação das L-AIs em processos de grande escala, a possibilidades de 

descobrir L-AIs, com alta afinidade para D-galactose, levaram os pesquisadores a 

manipularem e verificarem a influência da temperatura nas reações, de modo que, até o 

momento, várias fontes enzimáticas de L-AIs foram relatadas e patenteadas (Ravikumar et al., 

2021. Na Figura 5, como explanado por Xu e seus colaboradores (2018) é possível observar a 

árvore filogenética de L-AIs relatados das mais variadas fontes, onde aproximadamente 30 L-

AIs são caracterizadas por uma sequência de aminoácidos conhecida, revelando vários graus 

de homologia que variam de 40 a mais de 60% da identidade de sequência, exceto pelas L-AIs 

da espécie Thermotoga, que exibem menos de 30% de identidade de sequência com outros L-

AIs. 

 

Figura 5 - Árvore filogenética de L-AIs 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Xu et al. (2018). 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/organic-solvents
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/organic-solvents
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Quase todas as L-AIs relatadas mostram especificidades para L-arabinose e D-

galactose; de modo que a especificidades para L-arabinose são muito maiores do que aquelas 

para D-galactose. As L-AIs de B. subtilis str. 168 ( Kim et al., 2010) e P. haloplanktis ATCC 

14393 (Xu et al., 2016 ), por exemplo, mostram especificidade apenas para L-arabinose, de 

modo que não convertem D-galactose em D-tagatose. De acordo com Fan et al. (2014), 

reação de isomerização catalisada por L-AI, entre D-galactose e D-tagatose, é um processo de 

equilíbrio que é especialmente afetado pela temperatura, uma vez que o processo de 

isomerização da D- galactose requer uma alta energia livre de Gibbs (4,96 kJ mol −1), o que 

resulta na necessidade de uma alta temperatura de reação (Lee et al., 2004 , Hong et al., 2007), 

visto que temperaturas de reação elevadas (acima de 50 ºC) não apenas aumentam a 

solubilidade dos substratos, reduzem a viscosidade das misturas de reação e melhoram a taxa 

de reação, mas também tendem a deslocar o equilíbrio em direção aos produtos (Fan et al., 

2014). 

Em contrapartida, condições alcalinas aumentam significativamente a 

possibilidade de reações químicas em temperaturas elevadas, especialmente o escurecimento 

de Maillard (Cardodo et al., 2018). Desse modo, L-AIs termoestáveis com um pH ótimo 

ligeiramente ácido têm um grande potencial para aplicações industriais, tendo as vantagens de 

taxas de reação mais rápidas, mudanças de equilíbrio em direção a D-tagatose e formação 

reduzida de subprodutos indesejados. No entanto, a maioria dos L-AIs relatadas exibem 

atividade máxima em valores de pH neutros ou alcalinos (Xu et al., 2018). Diante disso, 

pesquisas anteriores deflagram a influência do Mn 2+ no aumento da estabilidade da enzima 

em altas temperaturas e pH extremo, frequentemente preferido em ambientes industriais 

( Robinson, 2015). 

Embora as L-AIs hipertermófilas sejam altamente eficazes na produção comercial 

de tagatose, certas propriedades limitam sua aplicação, como a formação de cor em 

temperaturas mais altas, levando à reação de escurecimento (acima de 70 °C) e à necessidade 

de íons metálicos (especialmente Co2+) que não são permitidos em alimentos (Kim, 

2004 ; Lee et al., 2004) enquanto Mn 2+ e Mg 2+ são cátions não tóxicos empregados 

preferencialmente por bactérias mesófilas e, portanto, mais viáveis para produção 

industrial D -tagatose ( Rhimi et al, 2010), desse modo, por meio da engenharia de proteínas, 

sondando um L-AI de um organismo residente em uma fonte termal, pode-se converter L-AI 

mesofílicas em enzima termofílicas. ( Ravikumar et al., 2021; Rhimi et al, 2010) 

A produção de um recombinante L-AI representa uma vantagem tecnológica, não 

só pelo alto rendimento de produção que pode ser obtido, mas também pela possibilidade de 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224417304314?via%3Dihub#bib9
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0944501313001109#bib0045
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224417304314?via%3Dihub#bib9
https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224417304314?via%3Dihub#bib9
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modificar a enzima por técnicas de engenharia genética. Sousa et al. (2017), por exemplo, 

selecionaram o gene araA de E. faecium DBFIQ E36 para a produção de L-AI criando um 

novo gene araA sintético com códons otimizados para alcançar uma expressão ideal na 

heteróloga em Escherichia coli hospedeiro, visto que a produção de L-AI no hospedeiro 

nativo era baixa e não adequada para fins industriais e que a Escherichia coli (E. coli) pode 

usar L-arabinose como única fonte de carbono e energia porque possui um operon L-

arabinose (também chamado de operon araBAD) que codifica proteínas necessárias para a 

captação e catabolismo de L-arabinose ( Lee et al., 2014; Schleif, 2000) além de ser um 

microrganismo de fácil cultivo com pH ótimo próximo a neutralidade e temperatura ideal 

entre 35 e 40 °C, apresentando rápido crescimento com fontes de energia de baixo custo e em 

condições tanto anaeróbicas como aeróbicas, sendo utilizada para produção dos principais 

medicamentos recombinantes como insulina, hormônio do crescimento e vacinas, bem como, 

potencial energético na produção de combustível renovável e no armazenamento de dados na 

área de bioinformática (Fonseca, 2017). 

 

3.3 Imobilização de enzimas 

 

A utilização de biocatalizadores vem sendo amplamente difundida nas indústrias 

farmacêuticas, químicas, de biocombustíveis e de alimentos (Toledo, 2023). Contudo, no 

ponto de vista das aplicações industriais, a reutilização de enzimas ou de células contendo 

biocatalizadores é desafiante uma vez que seu isolamento de sistemas de reação é complicado 

e caro ( Homei et al., 2013 ). Desse modo, uma alternativa a essa questão é a imobilização 

enzimática, pois viabiliza a recuperação e reutilização de enzimas em processos contínuos, 

deflagrando um melhor desempenho do biocatalisador em condições adversas de operação, 

apresentado uma maior estabilidade térmica e operacional (Ricardi, 2021). 

Sheldon (2019) afirma que os métodos de imobilização podem ser divididos em 

três tipos: a imobilização em um suporte pré-fabricado, no qual se utiliza uma resina orgânica 

ou sílica; o aprisionamento em uma matriz polimérica que é gerada na presença da enzima e a 

ligação cruzada de moléculas enzimáticas. A ligação de enzimas a transportadores envolvem 

interações hidrofóbicas ou iônicas ou ligação covalente (Cao, 2005) contudo, uma 

desvantagem das enzimas ligadas a um suporte é a sua baixa produtividade, devido à grande 

quantidade de lastro não catalítico (geralmente em torno de 90 a 99% da massa total), além do 

custo do suporte que muitas vezes é substancialmente maior do que a da própria enzima (Cao; 

Van Langen; Sheldon, 2003). Em contraste, a imobilização por reticulação de moléculas 
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enzimáticas proporciona enzimas imobilizadas livres de carreadores com altas produtividades 

e evitando os custos de um suporte. Normalmente, alguma perda de atividade é observada na 

imobilização, mas o aumento da estabilidade juntamente com a reutilização, proporcionando 

reduções dramáticas de custo é compensatório, em comparação com a enzima solúvel 

(Dicosimo et al., 2013). Do mesmo modo, uma vez que a maioria dos processos biocatalíticos 

é realizado aproximadamente nas mesmas condições de temperatura e pressão (ambiente), 

várias etapas biocatalíticas podem ser integradas em processos enzimáticos em cascata 

(Sheldon, 2019) e a co-imobilização de duas ou mais enzimas fornece catalisadores sólidos 

multifuncionais capazes de catalisar esses processos em cascata (Mateo et al., 2006) 

Nesse contexto, a produção de D-tagatose utilizando células/enzimas imobilizadas 

é uma abordagem com potencial para intensificar o processo de fermentação de acordo com 

Kim et al., (2003), apresentando vantagens, como: uma maior tolerância a condições adversas, 

como a pressão osmótica, e intermediários tóxicos, aumento da produtividade volumétrica de 

D-tagatose, maior estabilidade e capacidade de reutilização e redução da complexidade da 

etapa de recuperação e purificação do produtos de interesse ( Dicosimo et al., 

2013 ; Fernandez-Lafuente, 2019 ), de modo que a imobilização da L-AI e da β-GAL, 

enzimas que atuam no processo de produção da D-tagatose, em agregados enzimáticos 

reticulados é uma alternativa que permite manter todas as subunidades das enzimas ligadas 

entre si (Yadav, 2021). 

 

3.3.1 Agregados enzimáticos reticulados (CLEAs) 

 

O termo agregados enzimáticos reticulados, do inglês “ cross-linked enzyme 

aggregates” (CLEAs), surgiu no ano 2000 e foi uma tecnologia comercializada pela empresa 

de biotecnologia industrial, CLEA Technologies BV. De acordo com Sheldon (2019), a 

metodologia CLEA combina purificação e imobilização de enzimas em uma única operação 

unitária, pois o CLEA pode ser produzido a partir do lisado celular bruto obtido do caldo de 

fermentação, sem a necessidade de processamento intermediário ou purificação, o que torna a 

sua produção mais econômica. Além disso, os CLEAs são recicláveis e sua aplicação registra 

um aumento significativo no armazenamento e na estabilidade operacional, uma vez que as 

moléculas de enzima em CLEAs são ligadas por ligações covalentes e não há lixiviação de 

enzima em meio aquoso, mesmo sob condições drásticas. A produção de CLEAs exibe altas 

produtividades de catalisador (kg de produto por kg de enzima) em comparação com enzimas 

ligadas ao transportador e os custos do lastro do transportador são evitados. Muitos estudos 

https://www-sciencedirect.ez11.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0924224420306944?via%3Dihub#bib85
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comprovam o êxito dessa metodologia ao ser aplicadas nas mais diversas enzimas das cincos 

classes enzimáticas - hidrolases, oxidoredutases, liases, transferases e isomerases - utilizadas 

na fabricação de produtos químicos e outras aplicabilidades, todavia o protocolo deve ser 

otimizado para cada enzima (Sheldon, 2007, 2010, 2011; Yamaguchi; Kiyota; Miyazaki, 

2018).  

A preparação de CLEAs envolve a etapa de precipitação dos agregados físicos de 

uma solução em tampão aquoso e a etapa de reticulação desses agregados físicos com um 

agente de reticulação bifuncional, Figura 6. A etapa de precipitação é instantânea e muito mais 

rápida do que a etapa de reticulação (Sheldon, 2019). O agente precipitante pode ser um sal, 

como sulfato de amônio ou sulfato de sódio, um solvente orgânico miscível em água ou um 

polímero não iônico, como polietileno glicol (PEG). Entretanto, Como o sulfato de amônio é 

comumente utilizado para purificar enzimas e dado o seu bom desempenho com a maioria dos 

biocatalizadores, muitos pesquisadores optam por utilizar esse sal como precipitante 

enzimático, visto que solventes orgânicos miscíveis em água, por exemplo, não são aprazíveis 

ambientalmente (Sheldon, 2019). 

 

Figura 6 - Preparação de agregado enzimático reticulado (CLEA) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Sheldon (2019). 

 

Quanto ao reticulante, opta-se, geralmente, pelo glutaraldeído, em virtude do seu 

baixo custo, alta eficiência e estabilidade e aplicabilidade na reticulação de proteínas detendo 

o status GRAS para uso, entre outras ações, no processamento de alimentos e bebidas 

(Kosseva, et al., 2009; Sheldon, 2019), pois é uma substância hidrofílica, de biodegradação 

rápida, não bioacumulativa e com limitada persistência no ar, solo e água (São Paulo, 2007). 

Embora a química seja complexa e não totalmente compreendida, a reticulação envolve a 

reação de grupos amino livres na superfície de moléculas enzimáticas vizinhas, com 
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oligômeros ou polímeros de glutaraldeído, geralmente realizadas em pH 7,0 a 9,0 (Kosseva, et 

al., 2009; Sheldon, 2019).  

A proporção molar de reticulante para enzima influencia a atividade, estabilidade 

e tamanho de partícula do CLEA resultante. Se a proporção for muito baixa, não ocorre 

reticulação suficiente, proporcionando um CLEA muito flexível e instável em relação à 

lixiviação em água. Se for elevado, a reticulação excessiva pode causar uma perda completa 

da flexibilidade da enzima, resultando em uma baixa recuperação da atividade. O tempo de 

reticulação também influencia na recuperação da atividade, no tamanho de partícula e na 

morfologia dos CLEAs. O tamanho de partícula de um CLEA também pode aumentar com o 

envelhecimento inferindo que o processo de reticulação não foi completo (Li et al., 2021; 

Pchelintsev; Youshko; ŀVedas, 2009; Sheldon, 2019). 

 

3.3.2 Combi-CLEAs 

 

O termo Combi-CLEA é aplicado para a co-imobilização de duas ou mais enzimas 

em um único CLEA, com o único propósito de realizar duas ou mais biotransformações 

sequenciais (Sheldon, 2019). Esses processos em cascata multienzimática (Muschiol et al, 

2015; Schrittwieser et al, 2011; Xue, Woodley, 2012; Santacoloma, 2010), têm inúmeros 

benefícios potenciais no contexto da produção industrial (Bruggink; Schoevaart; Kieboom, 

2003), como: menos operações unitárias, menos solvente e reator, tempos de ciclo mais curtos, 

maiores rendimentos volumétricos e de espaço-tempo e menos desperdícios. Além disso, ao 

acoplar as etapas, equilíbrios desfavoráveis podem ser direcionados para o produto de 

interesse, uma vez que essas etapas estão mais facilmente integradas em um único processos, 

de modo que, a co-imobilização de enzimas em combi-CLEAs, pode aumentar 

significativamente as taxas de cascatas biocatalíticas sequenciais, simulando a proximidade 

existente nas células microbianas, o que se tornou conhecido como canalização sequencial de 

substratos (Quin, et al., 2017; Sheldon, 2011). 

 

3.3.3 CLEAs magnéticos 

 

Agregar a característica magnéticas em CLEAs utilizando nanopartículas (Figura 

7), além de ser uma técnica de baixo custo (Cruz-Izquierdo et al., 2014; Hero et al., 2020; 

Zucca; Sanjust, 2014), é um recurso que surgiu para superar as limitações acerca da 

recuperação do biocatalisador do meio reacional, como consequência da baixa resistência 
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mecânica do CLEA. Nanopartículas magnéticas de óxido de ferro (mNP) facilitam a 

reutilização e a preservação da estabilidade da enzima, em comparação com os sistemas 

convencionais, nos quais a centrifugação/filtração é a única opção para separar a enzima do 

produto, podendo levar à lixiviação/instabilidade da enzima devido à mecânica de 

cisalhamento ao misturar o pellet com tampão no início de uma nova reação, além disso a 

adição de nanopartículas em CLEAs não modifica o sitio ativo na estrutura da enzima 

(Abdulhamid et al., 2021). 

 

Figura 7 - Preparação de CLEAs magnéticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Sheldon (2019).  

 

De acordo com Sheldon (2019), a tecnologia do CLEA tem angariado resultados 

positivos na imobilização de diversos biocatalizadores aplicadas na conversão de carboidratos, 

permitindo a reciclagem múltipla das enzimas de modo que a tendência, no âmbito industrial, 

seja a utilização de Combi-CLEAs e CLEAs magnéticos aplicadas para processos de 

conversão de carboidratos no processamento tradicional de alimentos e bebidas e na produção 

de biocombustíveis. 
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A Figura 8 apresenta as principais etapas desenvolvidas nesse estudo. 

 

Figura 8 – Fluxograma das fases de produção de biocatalisadores heterogêneos (CLEAs 

magnéticos) visando a produção e D-tagatose a partir de lactose 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Elaborado pela autora. 
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4.1 Produção e extração da enzima L-arabinose isomerase 

 

4.1.1 Microrganismo 

 

Cepas recombinantes de Escherichia coli, BL21, contendo os genes para L-AI 

(Laiso_pET302/NT-His) de Enterococcus faecium DBFIQ E36, foram utilizadas para a 

expressão da enzima L-arabinose isomerase (L-AI), conforme reportado por Manzo et al. 

(2013, 2019).  

  

4.1.2 Conservação da cultura e preparo do pré-inóculo 

 

As culturas de E. coli BL21 (DE3) foram preservadas a -80 °C, em meio Luria 

Bertani (LB) (composição por litro: 10g triptona, 5g extrato de levedura e 5g NaCl), contendo 

ampicilina (100 µg/mL) e 20% (v/v) de glicerol, como agente crioprotetor.  

Em todos os cultivos realizados, a ampicilina foi utilizada como antibiótico afim 

de assegurar o crescimento exclusivo do microrganismo de interesse. Desse modo, a princípio, 

as cepas de E.coli foram ser reativadas em caldo LB (proporção: 50 mL de meio de cultivo em 

frascos de 250 mL) em agitador orbital, no período de 8-12h a 37 ºC. Em seguida, o 

microrganismo, já ativado, foi repicada em placas, contendo meio LBamp e 2% (p/v) de ágar 

bacteriológico, e mantidas durante 24h a 37 ºC em estufa bacteriológica (Modelo SP-101 - 

SPLABOR). 

Para o preparo do pré-inóculo, utilizou-se o meio LBamp (proporção: 50 mL de 

meio de cultivo em frascos de 250 mL), esterilizado por 10 minutos, a 110 ºC, no qual 

incorporou-se alçadas de colônias isoladas ao meio. Os frascos foram incubados durante 10-

12h a 37 °C, em agitador orbital a 200 rpm, para que se atingisse uma densidade ótica (D.O.), 

cuja diluição a 600 nm, permanecesse entre 1,6 -1,7 Todas as etapas foram desenvolvidas em 

ambiente estéril. 

 

4.1.3 Produção da enzima L-AI 

 

Para produção da enzima L-AI, em todos os meios de cultivos preparados nesse 

estudo, utilizou-se a metodologia desenvolvida por Studier (2005) e adaptada por Souza 

(2020), sem a utilização de elementos traços. Neste protocolo, a lactose proveniente do soro 

de leite é utilizada como indutor disponível no meio, para incitar a produção da proteína de 
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interesse. Para tal, utilizou-se um soro de leite em pó adquirido da empresa “Ingredientes 

online”.  

Visto que o soro de leite é rico em proteínas que podem interferir na síntese 

enzimática da L-AI, fez-se necessário realizar uma etapa de pré-tratamento visando a remoção 

dessas macromoléculas, nesse intuito, utilizou-se a metodologia proposta por Lima (2013). 

Para essa etapa, aplicou-se uma quantidade de soro de leite que fornecesse uma concentração 

de 4 g/L de lactose. O soro de leite hidratado foi mantido em banho-maria sob agitação. Ao 

atingir a temperatura de 85 °C, utilizou-se ácido lático 0,5 M  para corrigir o pH da solução 

para 4,8. Após atingir a temperatura de 90 ºC, a solução foi reservada e mantida em repouso 

até que se observasse a formação de precipitado. Após sedimentação das proteínas, a solução 

foi filtrada em papel filtro qualitativo e suplementada com os componentes descritos na 

Tabela 1, em seguida, foi esterilizada em autoclave por 10 minutos, a 110 °C. Na capela de 

fluxo laminar, já em temperatura ambiente (25 ºC), adicionou-se o antibiótico ampicilina (100 

µg/mL).  

 

Tabela 1- Composição do meio (m/v). 

Composição do meio Concentrações  

Triptona 1% 

Glicose (C6H12O6) 0,05% 

Glicerol (C3H8O3) 0,50% 

Extrato de Levedura 0,50% 

Sulfato de magnésio (MgSO4) 2,0 mM 

Cloreto de amônia (NH4Cl) 5,0 mM 

Sulfato de sódio (Na2SO4) 25,0 mM 

Fosfato mono potássico 

(KH2PO4) 
25,0 mM 

Fosfato de Sódio (Na2HPO4) 50,0 mM 

                              Fonte: Souza (2020). 

 

Foram aplicados dois métodos para o crescimento do microrganismo e produção 

da enzima L-AI: agitador orbital e biorreator de bancada. Em ambas as metodologias, o 

crescimento do microrganismo foi conduzido por 12h, a 37 ºC, 200 rpm, utilizando 1% do 

pré-inoculo. Em agitador orbital, utilizou-se 50 mL de meio em frascos de 250 mL e 

conduziu-se o crescimento do microrganismo utilizando o meio de referência, chamado Mc1, 

a qual se aplica os componentes descritos na Tabela 1, utilizando um extrato de levedura de 

grau analítico, ou comercial, e os meios modificados: Mc2, no qual se manteve a composição 

de referência sem adição da triptona ao meio; Mc3, no qual o extrato de levedura de grau 
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analítico foi substituído, no meio de cultivo, por um extrato de levedura menos puro e de 

origem industrial, nas mesmas concentrações explanadas na Tabela 1; e Mc4, no qual se 

utilizou o extrato de levedura industrial sem a adição da triptona. No biorreator de 1L , 

observou-se o cultivo sem aeração e com aeração (1 L.min-1) das formulações Mc1 e Mc3, 

contendo 600 mL de meio fermentativo.  

Ao final dos cultivos, o caldo fermentado foi submetido a centrifugação (Hettich 

Zentrifugen Rotina 420R) por 25 minutos, a 4 °C, 5000 rpm e o sobrenadante descartado. 

Posteriormente, o pellet formado foi lavado com solução salina, 0,1 mol.L-1 NaCl, e 

novamente centrifugados por 25 minutos, a 4 °C, 5000 rpm, o sobrenadante foi descartando 

permanecendo apenas o pellet que foi armazenado em freezer a -20°C. 

 

4.1.4 Extração da proteína L-AI 

 

 Para a extração da proteína, utilizou-se o protocolo descrito por Souza (2020). A 

princípio, o concentrado celular (pellet) foi ressuspenso em solução tampão Tris HCl 50 mM 

pH 8,0 suplementado com NaCl 150 mM. As células foram rompidas por meio da sonicação 

utilizando ultrassom de ponteira (Sonicator Qsonic, Q500 Sonicators, EUA), em amplitude de 

30% , pulsos de 3 segundos on e 3 segundos off, durante 4 minutos, intercalando o contato da 

amostra com o sonicador, visto que o equipamento aquece durante o procedimento, 

prevenindo uma possível desnaturação da enzima de interesse. Esse protocolo foi repetido 3 

vezes por amostra, visando garantir o rompimento celular. Todas as etapas foram realizadas 

em banho de gelo. Após a ruptura celular, as amostras foram centrifugadas (Hettich 

ZentrifugenRotina 420R) por 25 minutos, a 4 °C, 5000 rpm, para separação de resíduos 

celulares e extratos enzimáticos, de modo que, o sobrenadante livre de células corresponde ao 

extrato enzimático. 

 

4.2 Caracterização do extrato enzimático 

 

4.2.1 Quantificação de proteína  

 

A concentração de proteína no extrato enzimático foi determinada através do 

método colorimétrico desenvolvido por Bradford (1976), utilizando a albumina de soro 

bovino (BSA) como padrão.  
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4.2.2 Atividade enzimática  

 

Para determinar a atividade enzimática da L-AI, seguiu-se a metodologia de Hung 

et al., 2014). Foi preparada uma solução de 0,4 mL de 500 mM de D- galactose em tampão 

acetato de sódio 50 mM, pH 5,6, suplementado com 1 mM de MnCl2 e 0,1 mL do extrato 

enzimático concentrado. A solução foi incubada durante 60 minutos na temperatura de 50°C. 

Em seguida, a quantificação de D-tagatose foi determinada utilizando (DISCHE; 

BORENFREUND, 1951): 250 µL dessa mistura reacional, 50 µL de cisteína 1,5% (m/v), 1,5 

mL ácido sulfúrico 70% (v/v) e 50 µL de carbazol em álcool absoluto 0,12% (m/v). Após 15 

minutos de reação, a densidade óptica das amostras (D.O.) foi medida em espectrofotômetro 

(Biochrom Libra S22) a 560 nm em temperatura ambiente. Determinou-se a unidade (U) 

como a quantidade de L-AI necessária para produzir 1 µmol de D-tagatose por minuto. A 

atividade catalítica da enzima (U/mL) foi obtida pela Equação 1. 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =
[𝑇𝐴𝐺] ∗ 𝑉𝑟

𝑉𝑒 ∗ 𝑡
∗ 𝐷 

  

No qual, [TAG] corresponde a concentração de D-tagatose convertida na reação (mM), valor 

definido pela curva padrão; Vr ao volume reacional (mL); Ve ao volume de solução 

enzimática (mL); D ao fator de diluição e t ao tempo de reação do ensaio enzimático (min) . 

 

4.2.3 Concentração do extrato enzimático 

 

A concentração do extrato enzimático, segundo metodologia descrita por Oliveira 

(2019), foi realizada visando a aplicação do biocatalisador na produção de agregados 

enzimáticos reticulados (CLEA). A L-AI desse estudo apresenta, de acordo com Manzo et al. 

(2019), apresenta um peso molecular em torno de 55,87 kDa e um ponto isoelétrico (pI) de 

5,07. Desse modo, utilizou-se um tubo de filtração com membrana de celulose com corte no 

peso molecular de 30 kDa (sistema de concentração Amicon® Pro da Merck Millipore), 

empregando a força motriz da centrifugação (Hettich Zentrifugen Rotina 420R) por 25 

minutos, a 4 °C, 5000 rpm para o processo de filtração. A concentração do extrato foi 

verificada pela quantificação de proteínas conforme metodologia descrita no tópico 4.2.1.  

 

 

(1) 
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4.3 Formação de agregados enzimáticos reticulados magnéticos 

 

4.3.1 Síntese e funcionalização de nanopartículas magnéticas  

 

Visando agregar a característica magnética ao CLEA, foi realizada a síntese de 

nanopartículas magnéticas conforme descrito por Bezerra et al. (2017), com modificações. 

Inicialmente, foram aplicados 0,99 g de sulfato ferroso hepta-hidratado (FeSO4∙7H2O) e 1,93 

g de cloreto férrico hexa-hidratado (FeCl3∙6H2O), dissolvidos em 30 mL de água ultrapura 

previamente acidificada com ácido clorídrico (HCl) 5 % (v/v), adequando o pH para uma 

faixa entre 3,0 e 4,0 e permanecendo sob agitação magnética por 30 minutos. Posteriormente, 

a solução foi então mantida sob agitação ultrassônica com amplitude de 40 % por 9 minutos, e 

durante este período foram adicionados 10 mL de hidróxido de amônio (NH4OH) gota a gota. 

As nanopartículas de magnetita (Fe3O4) formadas foram lavadas com água ultrapura até que a 

solução remanescente atingisse o pH neutro, sendo então armazenada em dessecador.  

Para a funcionalização da magnetita, foram utilizados 100 mg de nanopartículas 

suspensas em uma mistura de 20 mL de etanol e 20 mL de tolueno, com adição de 100 μL de 

3-aminopropiltrietoxissilano (APTES). A suspensão foi mantida sob agitação ultrassônica, 

seguindo os mesmos parâmetros aplicados na etapa anterior. As nanopartículas ativas foram 

lavadas com água ultrapura e armazenadas em dessecador (Figura 9) 

 

Figura 9 – Nanopartículas magnéticas de ferro na (I) ausência e (II) 

presença de campo magnético 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
               

                             Fonte: Arquivos da autora. 
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4.3.2 Produção de CLEA magnético de β-galactosidase 

 

Para a preparação de m-CLEAs de β-galactosidase, adotou-se o protocolo descrito 

por Freitas et al. (2023). Foram utilizadas 20 mg de β-galactosidase de Aspergillus oryzae, em 

sua forma liofilizada, viabilizada pela empresa Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA), 

solubilizada em 1 mL de tampão fosfato de potássio 0,1 M, pH 7,0. Em seguida, foi 

adicionado, gradativamente, 550 mg do agente precipitante sulfato de amônio ((NH4)2SO4) 

em estado solido, seguido de 1 mL do precipitante na forma de solução 55% (m/v) e foi 

deixado sob agitação magnética por 15 minutos. Ao final desse período, sob agitação 

mecânica adicionou-se 20 mg de nanopartículas magnéticas funcionalizadas e 120 µL do 

agente reticulante, glutaraldeído 25% (v/v). A solução permaneceu em banho de gelo e 

agitação por 16h, em seguida, a amostra foi submetida a quatro ciclos de lavagens, dois de 15 

minutos e dois de 10 minutos, em centrífuga por 15 minutos, a 4 °C, 5000 rpm. As lavagens 

foram realizadas com a solução tampão utilizada no processo. Por fim, o produto resultante 

foi identificado e armazenado para análise posterior. 

 

4.3.3 Produção de CLEA magnético de L-arabinose isomerase 

 

Para a preparação de m-CLEAs de L-AI, seguiu-se o protocolo descrito Freitas et 

al. (2023), com modificações. O extrato enzimático foi adicionado à solução tampão de Tris 

HCl pH 8,0; suplementada com 150 mM de NaCl, visando a obtenção de uma solução de 4 

mL e concentração de 20 mg/mL. Posteriormente, foram adicionados 2,8 g do precipitante 

sulfato de amônio e mantido sob agitação magnética durante 15 minutos. Em seguida, foram 

adicionadas 20 mg de nanopartículas magnéticas funcionalizadas e 128 µL de glutaraldeído 

25% (v/v). A mistura permaneceu sob agitação mecânica em banho de gelo durante 16 horas. 

Após esse período, a amostra foi submetida a quatro ciclos de centrifugação por 15 minutos, a 

4 °C, 5000 rpm nos dois primeiros ciclos e 10 minutos nos dois subsequentes. As lavagens 

foram realizadas com a solução tampão utilizada no processo. Ao final, o produto resultante 

foi identificado e armazenado para análise posterior. 

 

4.3.4 Produção do Combi-CLEA magnéticos de β-galactosidase e L-arabinose isomerase 

 

Para formação do m-Combi-CLEA (Figura 10), foram utilizadas 20 mg de β-

galactosidase Aspergillus oryzae solubilizada em 1 mL de tampão 50 mM Tris HCl pH 8,0; 
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suplementada com 150 mM de NaCl e uma concentração final de 20 mg/mL em 1 mL de 

solução do extrato de L-AI. Em seguida, adicionaram-se, gradativamente, 2,8 g do 

precipitante sulfato de amônio e colocou-se sob agitação magnética durante 15 minutos. 

Posteriormente, foram acrescentadas 20 mg de nanopartículas magnéticas funcionalizadas e 

128 µL de glutaraldeído 25% (v/v). A mistura foi deixada sob agitação mecânica em banho de 

gelo durante 16 horas. Após esse período, a amostra foi submetida a quatro ciclos de 

centrifugação por 15 minutos, a 4 °C, 5000 rpm nos dois primeiros ciclos e 10 minutos nas 

duas subsequentes e lavagem com solução tampão utilizada no processo. Ao final, o produto 

resultante foi identificado e armazenado para análise posterior. 

 

4.3.5 Determinação da atividade enzimática dos agregados enzimáticos reticulados 

 

4.3.5.1 β-galactosidase  

 

Foi suspendido de 0,1 g de m-Combi-CLEA em 1 mL de tampão fosfato de 

potássio 50 mM, pH 6,6 na presença do cofator MnCl2 0,1 mM, a 37 °C, e foi retirada uma 

amostra de 50 µL da suspensão para medição em espectrofotômetro a 420 nm durante 2 

minutos para liberação de o-nitrofenil proveniente da incubação da enzima com orto-

nitrofenil-β-D-galactopiranosídeo (oNPG) 1,25 mM (FREITAS et al., 2020). Para a enzima 

livre a carga utilizada foi de 25 µL de uma solução de 10mg/mL. A atividade (U/mL) foi 

calculada segundo a equação (2): 

 

𝐴𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =
Slope ∙  Vr 

Ve ∗  L ∗  Ɛ 
 

  

No qual, o Slope corresponde a variação de absorbância no tempo de análise (min−1), Vr o 

volume total de reação (mL); Ve corresponde ao volume de enzima adicionada (mL) e L é o 

caminho óptico (1 cm). O coeficiente de extinção Ɛ sob essas condições foi de 4,53 

cm2µmol−1. Para o volume de enzima é substituído pela massa estimada do agregado 

dependendo da proporção e do volume de suspensão adicionado, de modo que valor de 

atividade pode ser dado em U/g. 

 

 

 

(2) 
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4.3.5.2 L-arabinose isomerase 

 

Foi realizada uma suspensão de 0,1 g de m-Combi-CLEA em 1 mL de solução 

tampão 50 mM Tris HCl pH 8,0 suplementada com 150 mM de NaCl e aplicou-se a 

metodologia descrita no tópico 4.2.2 para a solução suspensa. 

 

4.3.6 Parâmetros de imobilização 

 

As atividades das enzimas β-galactosidase e L-arabinose isomerase em CLEA 

foram determinadas conforme descrito nos tópicos 4.3.5.1 e 4.3.5.2, respectivamente. Estas 

medidas foram utilizadas para caracterizar o processo de imobilização. Calculou-se os 

parâmetros atividade teórica (AtT), rendimento de imobilização (IY) e atividade recuperada 

(AtR) (SILVA et al., 2012; SOUSA et al., 2020). 
 

A atividade teórica (At
T
) da enzima imobilizada se dá a partir da quantidade de 

enzima oferecida (At
Off

 em U) e o rendimento de imobilização (IY), equação 3: 

𝐴𝑡𝑇 (𝑈) = 𝐴𝑡𝑜𝑓𝑓 ∗ 𝐼𝑌 100⁄  

 
 

Sendo a IY calculada pela equação 4: 

𝐼𝑌 (%) =
𝐴𝑡𝑖 − 𝐴𝑡𝑓

𝐴𝑡𝑖
∗ 100 

 

Onde, Ati e Atf corresponde a atividade inicial e final da enzima (U.mL−1 ) no sobrenadante. 

Com a atividade da enzima imobilizada (At
D
 em U/g) e a massa (g) do biocatalizador 

produzida, a atividade recuperada poderá ser calculada usando e equação 5: 

 

𝐴𝑡𝑅(%) =  
𝐴𝑡𝐷 ∗ (𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑜 𝐶𝐿𝐸𝐴)

𝐴𝑡𝑇
∗ 100 

 

 

 

 

 

(3) 

(4) 

(5) 
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4.4 Estudo da reação em cascata para a produção de D-Tagatose a partir da lactose 

 

A produção de D-tagatose foi conduzida em batelada conforme metodologia 

descrita por Freitas et al. (2023) com modificações, utilizando lactose comercial. Em um 

primeiro momento, observou-se a produção dos açucares de interesse em um combinado de 

CLEAs, utilizando 0,3 g de m-CLEA de β-galactosidase e 0,3 g de m-CLEA de L-AI em um 

biorreator de 50 mL, com 5 mL de solução contendo lactose em solução tampão de acetato de 

sódio 50 mM, pH 5,6, suplementado com 1 mM de MnCl2, por 24h, a 50ºC, sob agitação 

mecânica constante a 700 rpm. O mesmo experimento foi realizado utilizando o m-Combi-

CLEA nas mesmas condições descrita anteriormente, utilizando 0,3 g e 0,6 g de massa para 

reação. Foram aferidas amostras nos tempos de 4, 8, 12, 16, 20 e 24 horas de reação. A 

concentração de galactose foi determinada pela concentração de glicose presente, dado a 

estequiometria da reação, por meio do Kit de Glicose Bioclin® (Laborlab) . A concentração 

de tagatose formada foi determinada pelo método colorimétrico ácido sulfúrico-cisteína-

carbazol (4.2.2). Todos os ensaios foram realizados em duplicada. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

5.1 Cinética de crescimento da Escherichia coli em agitador orbital  

 

Observou-se o crescimento do microrganismo E. coli, em um meio de 

autoindução, como experimento preliminar, no qual a lactose presente no soro do leite induz a 

produção da enzima de interesse, em agitador orbital, a fim de esboçar o seu perfil de 

crescimento. É importante mencionar que o soro do leite foi utilizado apenas para os ensaios 

relativos à produção da enzima de interesse. Na Figura 10, é possível visualizar o crescimento 

celular do microrganismo que a partir da expressão heteróloga da L-AI, sob agitação a 37ºC, 

200 rpm. A primeira hora de cultivo corresponde a fase de lag do microrganismo, na qual ele 

se adapta às condições do meio. Já na segunda hora de cultivo, inicia-se a fase exponencial e 

após 8 horas de fermentação, dar-se início a desaceleração que corresponde ao começo da fase 

estacionária. Comportamento similar, para a cinética de crescimento da proteína recombinante 

L-arabinose isomerase, foi identificado por Souza et al. (2021), que observaram o nível 

máximo de crescimento celular em 9h de ensaio. 

  

Figura 10- Perfil de crescimento da Escherichia coli, BL21, em meio de 

autoindução em agitador orbital no período de 12 horas, a 37ºC, 200 rpm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.2 Avaliação do uso alternativo de extrato de levedura industrial e influência da 

triptona no crescimento de Escherichia coli em frascos agitados (agitador orbital) 

 

O objetivo das fermentações, no ponto de vista industrial, é a obtenção de altos 

rendimentos, usando matérias-primas de baixo custo, sem influenciar negativamente a 

produtividade da enzima (Cardoso et al., 2020). Nesse contexto, fontes de nitrogênio, como a 

triptona e o extrato de levedura, elevam o custo de produção do meio de cultivo (Souza, 2020). 

Para tanto, é necessário buscar componentes economicamente acessíveis, que garantam o 

crescimento adequado do microrganismo e a produção desejada. Desse modo, após estudar a 

cinética de crescimento do microrganismo, avaliou-se os efeitos sistemáticos de um extrato de 

levedura menos puro, de origem industrial, na composição do meio, como substituto do 

extrato de levedura de grau analítico, comumente usados em análises laboratoriais, 

observando, também, a influência da triptona no desenvolvimento do microrganismo e 

produção da L-AI, ao ser removida do meio. 

Na Tabela 2, é possível observar os resultados obtidos ao modificar os meios, 

comparando-os ao meio de referência (extrato de levedura comercial e triptona), na 

concentração final do microrganismo, na atividade enzimática e concentração de proteínas do 

biocatalizador produzindo nesses meios modificados e na atividade específica.  

Tabela 2 - Dados do crescimento celular do meio de referência (Mc1: extrato de levedura 

comercial) e dos meios modificados (Mc2: extrato de levedura comercial sem adição de 

triptona; Mc3: extrato de levedura industrial; Mc4: extrato de levedura industrial sem adição 

de triptona) em cultivo em agitador orbital por 12h, a 37ºC, 200rpm, com resultados da 

atividade enzimática e concentração de proteínas dos extratos lisados de L-arabinose 

isomerase. 

 

Fonte: Elaborado pela autora. Médias seguidas da mesma letra, na linha, não apresentam diferenças 

significativas a 5% pelo teste de Tunkey. 

 

 

 

 

Meios de cultivo  
[ X ]F 

(g.L-1) 

Atividade 

Enzimática  

(U. mL-1) 

Concentração 

de Proteínas 

 (mg. mL-1) 

Atividade 

Específica 

 (U. mg-1) 

Mc1 3,1±0,00 0,80±0,00a 5,09±0,02c 0,16 

Mc2 1,8±0,00 0,54±0,00c 3,62±0,04a 0,15 

Mc3 2,2±0,00 0,76±0,00b 5,13±0,02c 0,15 

Mc4 1,6±0,00 0,55±0,00 c 3,47±0,00b 0,16 
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O extrato de levedura, é considerada, nos meios de cultivo, uma fonte de 

nutrientes, como carboidratos, proteínas e vitaminas. A triptona, por sua vez, estimula o 

crescimento e diferenciação de células microbianas (Studier, 2005). Desse modo, ao substituir 

o extrato de levedura comercial no meio (Mc1) pelo extrato de levedura industrial (Mc3), 

observou-se uma redução em torno de 29% no crescimento do microrganismo. Isso ocorre, 

provavelmente, porque o extrato de levedura industrial contém componentes, não 

identificados, que possam, de algum modo, interferir no crescimento do microrganismo. 

Contudo, apesar da alteração no perfil de crescimento do microrganismo, pode-se evidenciar 

que não houve diferenças significativas, desse meio ao meio de referência (Mc1), quanto a 

concentração de proteína produzida. Por seguinte, observou-se que em ambos os meios 

modificados, no qual a triptona não foi adicionada, Mc2 e Mc4, denotou-se uma redução em 

torno de 42% na concentração final do microrganismo, expressando, também, uma redução de 

aproximadamente 30% na atividade enzimática e na concentração de proteína gerada se 

comparado ao meio de referência (Mc1).  

Entretanto nota-se que, apesar da atividade enzimática apresentar, nos meio 

modificados, valores inferiores ao do meio de referência, a atividade específica permanece, 

praticamente, constante. Estes dados, ao serem confrontados com os dados de crescimento, 

indicam que a produção de enzima não foi afetada pela substituição dos componentes do meio, 

demostrando que, o impacto, dessas alterações no meio, foi no crescimento do microrganismo 

que, consequentemente, impactou a quantidade total de enzima produzida, e que o 

microrganismo pode desenvolver-se e produzir a enzima em meios onde no qual a triptona 

esteja ausente sem impactar a atividade específica.  

 

5.2.1 Produção de D-tagatose catalisada pela L-AI obtida nos meios de cultivo modificados 

 

Visto que a L-arabinose isomerase foi produzida em diferentes meios de cultivo 

propostos, avaliou-se, portanto, a capacidade dessas enzimas de sintetizar de D-tagatose, 

utilizando como substrato a D-galactose a 500 mM, em um ensaio de 8h, a 50 ºC. Na Figura 

11, é possível observar que todas as reações catalisadas pelas enzimas obtidas nos meios 

modificados apresentaram um perfil de concentração de tagatose inferior a amostra de 

referência, confirmando que uma menor quantidade de enzima foi produzida, de modo que, 

deflagrou-se taxas de conversão na faixa de 5,9%; 4,1%; 5%; 5,5%, respectivamente. 
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Figura 11- Perfil de concentração de D-tagatose após 8 horas de reação, a 50 ºC, em substrato 

galactose 500 Mm, onde Mc1 corresponde ao meio de referência (detendo o extrato de 

levedura comercial), Mc2, Mc3 e Mc4 corresponde aos meios modificados cuja formulação 

detêm respectivamente: meio com extrato de levedura comercial sem adição de triptona; meio 

com extrato de levedura industrial e meio com extrato de levedura industrial sem adição de 

triptona 

  

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora.  

 

5.3 Cinética de crescimento da Escherichia coli em biorreator de bancada 

 

Dados resultados obtidos em agitador orbital, realizaram-se ensaios de 

crescimento celular em biorreator de 1L, onde foi possível, a princípio, observar o feito da 

aeração no crescimento microbiano, utilizando os meios de cultivo Mc1 (meio de referência) 

e Mc3 (meio modificado que utiliza extrato de levedura industrial), Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

(Mc1) 

(Mc2) 

(Mc3) 

(Mc4) 
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Figura 12 – Cinética de crescimento da E. coli, BL21, em meio de autoindução, durante de 12 

horas, a 37ºC, 200 rpm. em biorreator de 1L. Mc1 sem areação (  ), Mc1 com aeração (1 

L.min-1) (  ); Mc3 com aeração (1 L.min-1) (  ), onde Mc1 corresponde ao meio de referência e 

Mc3 ao meio modificado que utilizada o extrato de levedura industrial ao invés do extrato de 

levedura comercial 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Fonte: Elaborado pela autora 
 

 

Apesar dos resultados obtidos em agitador orbital, apontarem para uma favorável 

utilização do extrato de levedura industrial como substituto do extrato de levedura comercial, 

não foi possível acompanhar o crescimento do microrganismo, em uma condição sem aeração, 

utilizando o extrato de levedura industrial em biorreator, pois observou-se que a densidade 

óptica da amostra pode ter sido prejudicada por limitações de solubilidade e homogeneização 

do meio contento o extrato de levedura industrial. 

Dado as condições de cultivo, quando se utilizou o extrato de levedura industrial, 

observou-se que não houve o crescimento do microrganismo em ambas as condições de 

cultivo, com e sem areação, visto que o pH inicial no cultivo sem aeração estava em torno de 

5,5 e com aeração em torno de 4,5. O pH do meio de cultivo apresentava-se ácido, condição 

que não favorece o crescimento microbiano ou a produção da enzima. Ao fazer a substituição 

dos componentes do meio, uma etapa, que não foi observada, foi a correção do pH. Este fato 

comprometeu o ensaio, de modo que o crescimento do microrganismo não foi favorecido, 

uma vez que, de acordo com Studier (2005), o pH ideal para o crescimento da BL21, seria um 
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pH acima de 6,0 em um faixa próxima a neutralidade não superando o pH de 8,0, pois pode 

haver o estresse das células e reduzir a sua viabilidade. Diante disso, ao realizar o rompimento 

das células, oriundas de ambas essas fermentações, utilizando o extrato de levedura industrial, 

observou-se que não houve atividade enzimática, deduzindo-se, portanto, que a enzima de 

interesse não foi produzida.  

Entretanto, foi possível observar o impacto da aeração no meio de referência 

(extrato de levedura comercial e triptona), tanto no crescimento do microrganismo, como na 

concentração de D-tagatose produzida, atividade enzimática e concentração de proteínas 

(Tabela 3), evidenciando a produção da enzima (L-AI) de interesse. 

 

Tabela 3 – Concentração de D-tagatose, atividade enzimática de L-AI e concentração de 

proteínas dos extratos lisados de L-arabinose isomerase dos cultivos em biorreator, utilizando 

o meio de referência (Mc1), em condições sem aeração e com aeração ( 1 L.min-1) 

 

 Fonte: Elaborado pela autora 

 

Mediante os resultados favoráveis apresentados por Sousa (2020) ao aplicar em 

seu trabalho uma taxa de aeração de 0,6 L.min-1, observou-se a possibilidade explorar 

resultados ainda melhores ao se utilizar, no presente estudo, uma taxa de aeração na faixa 1 

L.min-1.  

A aeração beneficiou o crescimento do microrganismo e consequentemente a 

quantidade de enzima produzida, de modo que, em condições aeradas, foi possível registrar 

uma produção de D-tagatose na faixa de 11,95 mM, taxa 2,5 vezes maior do que valor 

registrado para concentração de D-tagatose em condição não aerada, corresponde a 4,8 mM. A 

mesma premissa, de benefício da aeração, pôde ser aplicada ao se observar os resultados 

obtidos nas análises de atividade enzimática e concentração de proteínas, onde foi possível 

observar, respectivamente, valores 2,6 e 6,7 maiores, em condições aeradas, se comparadas ao 

cultivo sem aeração. Souza (2020), por exemplo, ao estudar o cultivo aerado da E. coli, BL21, 

com duração de 11h, obteve uma concentração de proteínas em torno de 7,08 mg/mL, 

enquanto, nesse estudo, obteve-se uma concentração de proteínas em torno de 13,91 mg/mL.  

Amostra 

Concentração 

de D-Tagatose 

(mM) 

Atividade 

Enzimática 

(U. mL-1 ) 

Concentração 

de Proteínas 

(mg. mL-1 ) 

Atividade 

Específica 

(U. mg-1 ) 

Enzima do cultivo sem 

aeração 
4,8±0,13 0,38±0,03 2,09±0,8 0,18 

Enzima do cultivo com 

aeração 
11,95±0,14 0,99±0,01 13,91±1,16 0,07 
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Zhou e seus colaboradores (2012), ao estudar a produtividade de D- lactato por E. 

coli recombinante, demostraram que a aeração influência nas taxas de crescimento do 

microrganismo, aumentando a sua biomassa e melhorando a produtividade de produto 

desejado, validando, portanto, os benefícios da aeração e os impactos positivos da mesma, nos 

resultados obtidos nesse estudo. 

 

5.4 Preparação de agregados enzimáticos reticulados magnéticos de L-arabinose 

isomerase e β-galactosidase 

 

Para se avaliar a produção integrada de D-tagatose a partir de lactose, enzimas 

imobilizadas foram avaliadas na reação em cascata: hidrólise de lactose por β-galactosidase 

seguida de isomerização de galactose em tagatose catalisada por L-AI (Bortone; Fidaleo, 

2020). Para tanto, três biocatalisadores imobilizados foram preparados: m-CLEAs de β-

galactosidase, m-CLEAs de L-AI e m-Combi-CLEAs de β-galactosidase e L-AI. Os 

parâmetros de imobilização para a preparação de m-CLEAs e m-Combi-CLEAs de β-

galactosidase e de L-AI são apresentados na Tabela 4. A concentração de enzimas em solução 

foi a mesma para todas as imobilizações, na faixa de 10 mg/mL, com uma atividade de 11,92 

U de volume final para β-galactosidase e 36,4 U para L-arabinose isomerase. É observado que 

o rendimento de imobilização das enzimas foi de 100% para todos os m-CLEAs, dado a 

ausência de atividade no sobrenadante após a reticulação. Desse modo, a atividade teórica 

corresponde a atividade oferecida da β-galactosidase e da L-arabinose isomerase em seu 

volume final. Em seu trabalho, Freitas (2022) encontrou uma atividade recuperada de 24,25% 

para o m-CLEA de β-galactosidase, usando glutaraldeído como reticulante, faixa similar ao 

reportado nesse estudo. Para o m-CLEA de L-AI, Sousa e seus colaboradores (2020) 

observaram uma atividade recuperada na faixa de 7,61%, ao preparar m-CLEA com partículas 

funcionalizadas com APTES (3-aminopropiltrietoxissilano). Quanto à atividade do m-Combi-

CLEA, nota-se que não houve impacto na atividade da enzima β-galactosidase, que 

apresentou os mesmos valores para o m-CLEA e m-Combi-CLEA. Já a atividade da L-AI foi 

impactada quando se preparou o m-Combi-CLEA, que apresentou um valor 26 % menor do 

que o do m-CLEA.  
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Tabela 4 – Parâmetros de imobilização e atividade da β-galactosidase e da L-arabinose 

isomerase imobilizada  
Rendimento de 

imobilização (%) 

Atividade do 

imobilizado (U) 

Atividade 

recuperada (%) 

m-CLEA de β-galactosidase 100 2,99±0,01 25,08 

m-CLEA de L-AI 100 2,85±0,00 7,83 

m-Combi-CLEA (β-

galactosidase) 
100 3,07±0,01 25,75 

m-Combi-CLEA (L-AI) 100 2,10±0,00 5,76 

Fonte: Elaborado pela autora. A atividade recuperada é uma razão entre a atividade do imobilizado e a atividade 

teórica. Essa última é definida pela subtração entre a atividade ofertada pela enzima e a atividade obtida no 

sobrenadante. 
 

5.4.1 Influência da concentração de lactose na cinética de hidrólise catalisada por m-CLEA 

de β-galactosidase  

 

Ao estudar a melhor concentração de galactose para a síntese de tagatose, Souza 

(2020) observou resultados satisfatórios na concentração de 500 mM, de modo que, foi 

possível observar uma conversão, de galactose em tagatose, superior a 20%, após estabelecer 

o equilíbrio da reação. Ao utilizar a concentração de 164 mM de galactose, os autores 

observaram uma conversão em torno de 8,4%. Desse modo, diante do estudo apontando por 

Souza (2020), observou-se a necessidade de avaliar a capacidade de hidrólise da lactose em 

D-galactose, pela enzima β-GAL imobilizada, nas mesmas concentrações de substrato 

(galactose) comumente ofertado a L-AI em outros estudos, a fim de favorecer o processo em 

cascata de produção da D-tagatose pela L-AI imobilizada no Combi-CLEA. A síntese de 

tagatose a partir da galactose é limitada pelo equilíbrio termodinâmico desfavorável entre 

produtos e substratos, que pode ser modificado pela adição de altas concentrações de 

substrato (galactose) no início da reação de isomerização (Freitas et al., 2023).  

Desse modo, Freitas e seus colaboradores (2023) observaram, para a enzima livre 

de β-galactosidase, em uma concentração inicial de 164 mM de lactose, em 7 horas de reação, 

uma conversão de 60%. Neste estudo, dada as mesmas condições operacionais, foi possível 

observar que a enzima livre sintetizou 113,03 mM de glicose, caracterizando uma faixa de 

conversão em torno de 68,91%. Pela estequiometria da reação, na síntese da lactose, pode-se 

afirmar que a mesma quantidade de galactose foi formada. Por seguinte, observou-se que a 

enzima imobilizada converteu em torno de 39,41% do substrato inicial (164 mM). Enquanto 

na concentração de 500 mM de substrato (lactose), após 7 h de reação, 29,13% da lactose 

havia sido convertida em glicose, pela β-GAL imobilizada, evidenciado uma concentração de 

galactose de 145,65 mM, dados que podem observados na Figura 13. 
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Figura 13 – Hidrólise de lactose catalisada por 10 mg da enzima β-galactosidase de 

Aspergillus oryzae imobilizada em m-CLEA e livre. Enzima livre (  ), m-CLEA -S0 =164mM 

(  ), m-CLEA -S0 =500mM (  ).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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5.4.2 Bioconversão da lactose 

 

Para o ensaio de bioconversão da lactose, para síntese de D-tagatose, foram 

utilizadas duas estratégias. Em um primeiro ensaio, um Combinado de m-CLEAs, 0,3 g do m-

CLEA de β-GAL e 0,3 g do m-CLEA de L-AI, foram adicionados em biorreator de 50 mL, 

contendo um volume final de 5 mL de lactose (500 mM), em solução tampão de acetato de 

sódio 50 mM, pH 5,6, suplementado com 1 mM de MnCl2 a 50 ºC, em agitação mecânica, por 

24h. Posteriormente, estas mesmas condições operacionais foram aplicadas usando o m-

Combi-CLEA, em uma proporção 0,3 g para reação. Acorda-se que a concentração de 

galactose foi determinada pela concentração de glicose presente, dado a estequiometria da 

reação, por meio do Kit de Glicose Bioclin®. A Figura 15 mostra os resultados obtidos nos 

diferentes ensaios. 

 Após de 24h de reação, foi observado que o m-Combi-CLEA, na proporção de 

0,3 g, cuja imagem demonstrativa pode ser observada na Figura 14, havia convertido em torno 

de 50% da lactose inicial em glicose/galactose, enquanto o Combinado de CLEAs, no mesmo 

período, havia hidrolisado em torno de 99% da lactose. Diante desse resultado, observou-se a 

necessidade de realizar o experimento com m-Combi-CLEA utilizando uma massa de 

catalisador correspondente ao ofertado para o Combinado de CLEAs (0,6 g). 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

 

                               Fonte: Arquivo da autora. 

 

Figura 14 - Massa de 0,3 g do m-Combi-CLEA 

magnético de L-AI e β-GAL utilizado para o ensaio de 

bioconversão  
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Figura 15 –Dados experimentais do ensaio de hidrólise da lactose catalisada pela combinação 

de 0,3 g m-CLEA de β-GAL e 0,3 g de m -CLEA de L-AI (  ) comparados a catálise do m-

Combi-CLEA de β-GAL e L-AI com massa de 0,3 g (  ) e do m-Combi-CLEA de β-GAL e L-

AI com massa de 0,6 g (  ); registrando, no período de 24h, a concentração da D-glicose/D-

galactose (A), a bioconversão da D-glicose/D-galactose (B) e os subsequente dados de 

concentração da D-tagatose (C) e bioconversão D-tagatose (D) 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Na Figura 15 é possível visualizar os resultado obtidos e, nota-se que, quando a concentração 

do catalisador foi aumentada, a concentração de glicose/galactose produzida pelos m-CLEAs 

de β-galactosidase e pelo m-Combi-CLEA, após 15h de reação, foi semelhante. Isso mostra 

que não há impacto da forma de preparação do catalisador na hidrólise da lactose. A presença 
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C D
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da L-AI não alterou a velocidade de reação, ou seja, não impactou negativamente a 

performance da β-galactosidase. Quando observamos a produção de D-tagatose, o uso do m-

Combi-CLEA favoreceu a produção de D-tagatose, permitindo alcançar uma concentração em 

torno de 80 mM após 24h. Esta concentração é 1,6 vezes maior do que alcançada com os 

combinados de m-CLEA. Resultados semelhantes foram obtidos por Rai, Kumar e Yadav 

(2021) que observaram que o uso das enzimas (β-GAL + L-AI) em um m-Combi-CLEA foi 

capaz aumentar o rendimento de D-tagatose. Os autores atribuem este resultado a um 

fenômeno de tunelamento comum em reações em cascata, em que os efeitos de transferência 

de massa são minimizados pela proximidade do segundo substrato (galactose) ao sítio ativo 

da enzima (Figura 16).  

 

Figura 16 – Comparativo da reação combinada de CLEA de L-AI e β-GAL (A) com o 

fenômeno de tunelamento em reações em cascata do Combi-CLEA (B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pela autora. 

 

Freitas e seus colaboradores (2023) realizaram experimentos aplicando m-CLEAs 

de β-galactosidase de Aspergillus oryzae e L-arabinose isomerase de Enterococcus faecium na 

conversão de lactose em D-tagatose em uma reação de duas etapas. Em um primeiro reator, 

no período de 24h, os autores alcançaram a conversão total da lactose em glicose e galactose. 

Em 

seguida, ao aplicar L-arabinose isomerase imobilizada (m-CLEA-LAI) para produzir D-

tagatose (etapa 2), eles obtiveram 13% de conversão de galactose em D-tagatose, após 24h. A 

bioconversão encontrada por estes autores foi superior a conversão do Combinado de CLEAs 
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desse estudo, de 10,6%, mas levemente inferior a valor encontrado para o m-Combi-CLEA 

(0,6 g) que deteve conversões em torno de 16%. Rai, Kumar e Yadav (2021) observaram o 

rendimento Combinado de CLEA de β-galactosidase e L-AI obtendo um rendimento de 25% 

após 24h de reação superior ao da enzima livre, atribuindo esse aumento a um fenômeno de 

tunelamento do substrato na reação em cascata quando o m-Combi-CLEA foi utilizado como 

biocatalisador, como já mencionado anteriormente. 

Outra maneira de expressar os resultados do uso do m-Combi-CLEA para síntese 

da D-tagatose, foi então avaliar a taxa de bioconversão em tagatose a partir da galactose 

produzida no meio reacional. A Figura 17 demonstra que o m-Combi-CLEA (0,6 g) obteve 

uma conversão em torno de 16% no período de 24h. Em 48h de reação utilizando m-CLEA de 

L-AI de Enterococcus faecium, Sousa e colaboradores (2020) obtiveram uma conversão de 

22%.  

 

Figura 17 – Bioconversão de D-tagatose catalisadas pela combinação de 0,3 g m-CLEA de β-

GAL e 0,3 g de m -CLEA de L-AI (  ), pelo m-Combi-CLEA de β-GAL e L-AI com massa de 

0,3 g (  ) e pelo m-Combi-CLEA de β-GAL e L-AI com massa de 0,6 g (  ) no período de 24h, 

a partir da D-galactose formada 

Fonte: Elaborado pela autora. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados obtidos em frascos agitados, observou-se que o extrato de 

levedura industrial apresenta potencial na substituição do extrato de levedura de grau analítico 

no meio de cultivo. Contudo, a ausência da triptona no meio resultou em uma redução de 

cerca de 42% no crescimento do microrganismo em comparação com o meio de referência. 

Desta forma, ressalta-se a necessidade de otimizar a formulação do meio de cultivo para 

produção de D-tagatose, com o intuito de assegurar o crescimento apropriado do 

microrganismo e a obtenção da produção desejada. 

Nos estudos conduzidos em biorreator, conclui-se que as condições aeróbicas 

foram favoráveis para o crescimento e atividade metabólica do microrganismo utilizado, de 

modo que a aeração impactou positivamente o processo de produção da D-tagatose, 

registrando uma maior concentração de proteína e atividade enzimática. 

Ao aplicar a L-AI produzida, usando a metodologia de agregados enzimáticos 

reticulados magnéticos, obteve-se um rendimento de imobilização de 100%. Além disso, foi 

possível comprovar a viabilidade da conversão de lactose na concentração de 500 mM em 

glicose e galactose pela enzima β-GAL imobilizada. Por fim, a partir do ensaios de 

imobilização das enzimas L-AI e β-GAL em um m-Combi-CLEA, foi possível observar a 

melhora da transferência de massa na relação substrato-enzima, evidenciando o fenômeno em 

cascata. Esse aprimoramento resultou em uma concentração superior de D-tagatose obtida 

utilizando o m-Combi-CLEA, em comparação com a obtida ao usar a combinação de m-

CLEAs, de modo a demonstrar o potencial e a eficácia do biocatalizador e da enzima 

imobilizada na conversão de lactose em glicose, galactose e D-tagatose, sugerindo sua 

aplicabilidade em processos de síntese de interesse industrial. 
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7 SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 

• Estudar parâmetros para o escalonamento da produção da L-arabinose isomerase 

utilizando a lactose do soro do leite como indutor; 

• Avaliar a influência da agitação e da aeração para expressão da L-arabinose isomerase 

por Escherichia coli BL21 em biorreator de bancada; 

• Determinar o peso molecular da enzima produzida por eletroforese; 

• Conduzir uma análise de custo do meio de cultivo utilizando extrato de levedura 

industrial; 

• Caracterização estrutural do m-Combi-CLEA por Microscopia Eletrônica de 

Varredura (MEV) e Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier 

(FTIR); 

• Otimizar as condições operacionais do processo de produção do m-Combi-CLEA 

através de delineamento experimental; 

• Aplicação do soro do leite para obtenção de D-tagatose utilizando o m-Combi-CLEA 

de β-galactosidase e L-arabinose isomerase; 

• Determinar a estabilidade operacional e de estocagem do m- Combi-CLEA. 
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