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RESUMO

Enzimas sdo proteinas biocatalisadoras, aumentam a velocidade de reacdo sem alterar o
equilibrio. Apresentam alta eficiéncia durante as reacdes bioquimicas no metabolismo dos
seres vivos. O soro de queijo pode apresentar-se aplicado na dieta de alguns animais; como
também serem descartado nos efluentes. O extrato seco do soro de leite corresponde a lactose,
proteinas, sais minerais e gordura, dos quais a lactose € o material energético utilizado em
processos biotecnoldgicos (industria farmacéutica e alimenticia) e as proteinas destacam-se
devido ao valor nutricional. A hidrélise € um método promissor para a indudstria de alimentos,
pois possibilita o desenvolvimento de novos produtos hidrolisados, aumentando assim a
disponibilidade de nutrientes aos produtos lacteos e a nivel mundial e atenuacdo por
intolerantes a lactose. A imobiliza¢do de enzimas é uma técnica cada vez mais utilizada a fim
de melhorar a aplicacdo industrial de enzimas permitindo um melhor controle da produgdo e
reducdo de custos. Objetivou-se estudar coimobilizacdo de lactase e neutrase em suporte de
quitosana comparando metodologias visando a hidrélise da lactose e proteinas do soro de
queijo, além de promover o reaproveitamento de produtos regionais mais baratos como
suportes a base de quitosana e alginato de sddio. Inicialmente prepararam-se os suportes a
serem aplicados no estudo com quitosana 4% (m/v) e alginato de s6dio 2,5% (m/v) ativados
com glutaraldeido 5% (v/v). Na primeira etapa, determinaram-se o rendimento e atividade de
imobilizacdo e coimobilizacdo, atividade recuperada e atividade aparente dos melhores
derivados obtidos. Para a segunda fase, os catalisadores imobilizados e coimobilizados foram
estudados quanto a estabilidade térmica e operacional, tempo de meia vida, grau de hidrdlise e
concentragao de glicose. Os resultados para os derivados formados a partir da quitosana foram
satisfatérios obtendo um rendimento de coimobilizacdo para a neutrase (76,53%) e para a
lactase (91,30%). Suportes de alginato de sdédio ndo apresentaram boa adequacdo para
imobilizacdo e coimobilizacio obtendo-se rendimentos nulos. Houve um aumento na
estabilidade térmica e tempo de meia vida nos derivados de quitosana. Na comparagdo do
grau de hidrélise entre a neutrase livre, imobilizada e coimobilizada obteve-se um melhor
desempenho da enzima imobilizada (20%) em 80 minutos de reacdo. Quando se comparou a
conversdo de glicose com lactase livre, imobilizada e coimobilizada a melhor resultado foi a
lactase livre (15g/L) em 30 minutos de reacdo. A estabilidade operacional da neutrase em
cinco ciclos consecutivos ocorreu uma queda de (46%) no grau maximo de hidrélise, ja a
lactase em seu quinto ciclo de reutilizagdo em bateladas foi obtido perda de (16,4%) na
concentragdo de glicose. Dessa forma, obtiveram-se bons derivados de lactase e neutrase
coimobilizada possibilitando a reutilizacao da enzima, reduzindo custos de processo.

Palavras — chave: Soro de queijo, Lactase, Neutrase, Imobilizacdo, Coimobilizac¢do,
Quitosana, Alginato de sodio.



ABSTRACT

Enzymes are proteins biocatalisadoras, increase reaction speed without changing the balance.
They feature high efficiency during the biochemical reactions in the metabolism of living
beings. The cheese whey may be present in the applied diet some animals; but also be
disposed in the effluent. The dry extract of whey corresponds lactose, proteins, minerals and
fat, of which lactose is the energetic material used in biotechnological processes
(pharmaceutical and food industry) and proteins stand out due to their nutritional value.
Hydrolysis is a promising method for the food industry, it allows the development of new
hydrolysed products, thereby increasing the availability of nutrients for milk products and
worldwide and mitigation for the lactose intolerant. The immobilizing enzymes is an
increasingly used technique to improve the industrial application of enzymes allowing better
control of production and cost reduction. The objective was to study coimobilizacdo lactase
and neutrase in chitosan support methodologies aimed at comparing hydrolysis of lactose and
whey proteins, and promote the reuse of cheaper local products as supports the basis of
chitosan and sodium alginate. Initially prepared brackets to be applied to the study of 4%
chitosan (w/v) and sodium alginate (2.5% w/v) activated with glutaraldehyde (5% v/v). In the
first stage, they were determined income and immobilization activity and coimobilizada,
recovered activity and apparent activity of the best obtained derivatives. For the second phase,
the immobilized catalysts and coimobilizada were studied for thermal and operational
stability, half-life, degree of hydrolysis and the glucose concentration. The results for the
derivatives formed from chitosan were obtained satisfactory yield coimobilizada for neutrase
(76.53%) and lactase (91.30%). Sodium alginate holders did not show good fit for
immobilization and coimobilizada obtaining zero income. There was an increase in the
thermal stability and half-life in the chitosan derivatives. Comparing the degree of hydrolysis
between free Neutrase, and immobilized coimobilizada obtained a better performance of the
immobilized enzyme (20%) at 80 minutes of reaction. When comparing the conversion of
glucose to free lactase, immobilized and coimobilizada the best result was the free lactase
(15g/L) in 30 minutes of reaction. The operational stability of Neutrase in five consecutive
cycles there was a fall (46%) maximum degree of hydrolysis, longer lactase in its fifth reuse
cycle in batches loss was obtained (16.4%) in glucose concentration. Thus, there were
obtained good derivatives lactase and coimobilizada neutrase enabling reuse of the enzyme,
reducing processing costs.

Keywords: Cheese whey, Lactase, Neutrase, Immobilization, Coimobiliza¢do, Chitosan,
Sodium alginate
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1. INTRODUCAO

A tecnologia enzimatica € considerada uma das grandes descobertas dos processos na
biotecnologia, e em particular o processo envolvendo a sua imobilizagdo. As enzimas siao
biocatalisadoras de natureza protéica ou glicoprotéica que atuam na aceleragdo das reacgdes
bioquimicas; possuem a capacidade de reduzir a energia de ativagdo sem causar alteracdes no
equilibrio das reacdes e se diferenciam de outros catalisadores bioquimicos por apresentarem
um alto grau de especificidade além de seu poder de catdlise ser realizado em condi¢des
brandas, temperaturas e pressdes amenas € na maioria das vezes em solucdes aquosas. Esse
comportamento das enzimas permite uma reducdo no custo final do processo, no consumo
energético e reduz a formacdo de produtos indesejaveis, isso devido a sua alta especificidade
que resulta em um bom rendimento no processo, obten¢do de produtos biodegradaveis e
reducdo de residuos na natureza (CASTRO et al., 2004).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como catalisadoras,
devido a sua especificidade e alto poder catalitico, a sua aplicacdo na indudstria ndo € imediata,
pois esses biocatalisadores sdo caros e como sdo soliveis e estdo presentes em baixa
concentragdo no meio, sua reutilizagdo apds o uso dificilmente serd economicamente vidvel.
As enzimas utilizadas nos setores industriais sdo quase em sua totalidade produzidas por
microrganismos. A tecnologia enzimdtica surgiu como drea de investigacdo tecnoldgica
durante a década de 60, estudando a imobilizacdo de enzimas para utilizacdo em processos
quimicos (KRAJEWSKA, 2004).

Em geral, a técnica de imobiliza¢do enzimdtica vem sendo cada vez mais utilizada a
fim de melhorar a aplicagdo industrial de enzimas permitindo um melhor controle da
producdo e reducdo de custos. Sabe-se, porém, que nao existem técnicas universais ou
totalmente eficientes de imobilizacdo de enzimas, mas sim uma gama de possibilidades,
parametros e aplicacoes.

O mercado industrial de enzimas estd em constante crescimento em funcido das
tecnologias de producdo, avancos na drea de engenharia de proteinas, bem como a
diversificacdo do campo de aplicacdo. Mundialmente o mercado tecnoldgico das enzimas
divide-se em trés principais seguimentos: enzimas empregadas na industria de alimentos;
enzimas técnicas destinadas a industria téxtil; fabricacdo de produtos de limpeza e as

empregadas na producdo de racdo animal.
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A aplicacdo de técnicas de bioconservacdo e reutilizacdo enzimdtica € uma
alternativa atraente para o melhor aproveitamento de residuos provenientes do soro do queijo
que € o principal subproduto da industria lacticinea e devido ao seu elevado poder poluente e
a dificuldade de sua eliminacdo, algumas empresas estdo buscando alternativas para o
reaproveitamento dos componentes do soro, principalmente das proteinas e lactose.

Levando-se em considera¢do a tais aspectos, uma das alternativas para resolver o
problema de desperdicio, poluicdo e custo elevado no tratamento de efluentes, seria a
transformacdo dos residuos protéicos, em produtos comercializdveis. Com o auxilio da
tecnologia de hidrélise do soro do queijo transformando-o em produtos de amplas utilidades.
A maioria dos hidrolisados protéicos de soro de queijo existentes sdo obtidos pela hidrélise
das proteinas por enzimas soldveis. Uma das aplicacdes mais importantes dos hidrolisados de
proteina é a sua utilizagdo como fonte de nitrogénio na formulacdo de dietas enterais
destinadas a alimentacdo infantil e de adultos enfermos (GUADIX et al., 2000).

O emprego de enzimas imobilizadas torna-se um processo economicamente vidvel, e
se faz necessdrio considerar o tipo de suporte empregado assim como o método de
imobilizac¢do utilizado. A imobilizacdo em suportes de materiais organicos apresenta ampla
aceitacdo e aplicabilidade, pois o seu baixo custo, menor limitagdo quando a biodegradagado e
biocompatibilidade trazendo ao meio ambiente vantagens por ser um material renovavel nao
gerando residuos que poluem os efluentes, justificando-se dessa forma estudos que avaliem a
aplicacdo deste residuo para a elaboracao de produtos de valor agregado, conferindo-lhe um
valor mais nobre.

Ressalta-se que este trabalho é de extrema importancia para o nordeste, como
também para o pais, uma vez que o mesmo permitird o desenvolvimento de catalisadores
enzimdticos usando suportes regionais de baixo custo como a quitosana e alginato de sédio.
Visto que o suporte a base de quitosana € procedente de carapagas de crusticeos, um
subproduto da industria pesqueira do nordeste e com excelentes propriedades quimicas que
favorecem a imobilizacdo de enzimas, e também o suporte a base de algina que € um
composto derivado de algas marinhas, além disso, estes catalisadores serdo aplicados na
hidrélise de lactose e neutrase proveniente do soro de queijo.

Com este estudo, objetivou-se estudar a coimobilizagdo de lactase € neutrase em
suportes de quitosana e alginato de so6dio fazendo uma comparacdo de diferentes
metodologias visando a hidrélise da lactose e neutrase proveniente do soro de queijo, além de

promover uma alternativa de reaproveitamento de produtos regionais de menor custo, como
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também pode auxiliar na contribui¢do da expansdo e diversificacdo da tecnologia enzimatica,

trazendo potenciais socioecondmicos por meio do desenvolvimento de novas tecnologias.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Soro do queijo

O soro de queijo, também chamado de soro de leite, ou tecnicamente chamado de
“lactossoro”, ¢ um residuo procedente da fabricacdo de queijos ou da extragdo da caseina e
tem-se mostrado como um problema de despejo no meio ambiente devido a sua elevada carga
organica e dificil biodegradabilidade o que ocasiona também um desperdicio de material
protéico e de enzimas em especial a lactase que € o produto da hidrélise da lactose.

O soro de queijo pode apresentar trés principais destinos. O primeiro é o seu
processamento até produtos derivados finais os quais incluem: iogurtes, sorvetes, bebidas
lacteas e alimentos infantis; o segundo € aplicagdo do mesmo diretamente na alimentacdo de
alguns animais e o terceiro destino é o seu tratamento para em seguida ser rejeitado nos
esgotos, pois 0 mesmo apresenta um alto poder de poluicio (BRANDAO, 1994).

De acordo com Almeida et al., (2003) se o soro de queijo for jogado de forma direta
nos rios ou esgotos publicos, resulta em um grande problema ambiental devido ao seu elevado
teor de matéria organica, apresentando uma demanda bioquimica de oxigénio — DBO de 30 a
50 g de oxigénio/L e uma demanda quimica de oxigénio — DQO de 50 a 80 g de oxigénio/L.

Na fabricag¢do de 1 kg de queijo sao necessarios 10 litros de leite e 9 kg de soro sdo
gerados (BALDASSO, 2008), ou seja, o soro apresenta aproximadamente 85-90% do volume
de leite utilizado na fabricacdo do queijo (DIAS e SUZART, 2007; BARBOSA et al., 2010).
O soro € originado durante o processo de coagulacdo do leite para a fabricacdo do queijo e sua
por¢do aquosa retém aproximadamente 55% dos nutrientes do leite (PADILHA, 2007). Entre
eles estao a lactose (4,5- 5%), as proteinas soliveis (0,6-0,8%), os lipidios (0,4-0,5%) e tragos
de sais minerais (CARVALHO et al., 2013) .

Dos componentes presentes no soro, a lactose e as proteinas soliveis sdo de grande
importancia devido ao seu valor nutricional. A lactose estd integralmente em solucdo
verdadeira na fase aquosa do leite, representando aproximadamente a metade dos sélidos nao
gordurosos os quais contribui para o valor energético do leite que representa
aproximadamente 30% das calorias fornecidas pelo leite sdo devidas a lactose. As proteinas
contém todos os aminodcidos essenciais e a lactose por ser fonte de material energético para
diversos processos biotecnoldgicos e como componentes que podem ser utilizado na industria

farmacéutica e alimenticia (DIAS; LING, 2008).
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As proteinas do leite sdo subdivididas em caseina (80%), que € a principal proteina do
leite e as proteinas do soro (20%), que se encontram completamente dissolvidas na dgua do
leite, sdo formadas pelas fragdes: albumina do soro, a-lactoalbumina, B-lactoglobulina,
imunoglobulinas e protease-peptonas (TRONCO, 2003).

As proteinas do soro vém sendo aproveitadas e tem sido amplamente aceita no
mercado de ingredientes alimentares (AFONSO, 2008). Sdo de naturezas globulares e
soldveis em dgua e durante a producdo do queijo essas proteinas e boa parte da lactose
permanecem em solucdo (BALDASSO, 2008). O aproveitamento de proteinas do soro como
ingredientes em alimentos funcionais estd aumentando, assim como a capacidade tecnoldgica
para produzir concentrados de proteinas de soro (BALDASSO, 2008).

Cerca de 50% do soro produzido mundialmente ja se encontra industrializados na
forma de bebidas fermentadas, sucos, aditivos para panificacdo e utilizacdo na producao
animal. Outra parte € comercializada desidratada sob forma de p6é como fonte energética e
nutritiva (ALMEIDA et al., 2001).Atualmente no Brasil, o soro de queijo vem sendo utilizado
na alimentacdo animal ou processado em p6 para a produgdo de biscoitos e alimentos lacteos,
principalmente bebidas lacteas (BARBOSA et al., 2010).

Sao grandes os esforcos para aproveitamento de residuos agroindustriais em todo
mundo, em particular, o soro, pela abundancia de produgdo, caracteristicas nutricionais e
elevada capacidade poluente, sendo considerado o constituinte de maior importancia dos
derivados lacteos. Além disso, o soro tem grande importancia quando visto sob dois aspectos:
como agente de poluicdo, por se tratar de um residuo; e como produto nobre, devido a

presencga de proteinas soliveis, lactose e sais (BARBOSA et al., 2010).

Uma das alternativas estudadas nos ultimos anos é a recuperacdo desses subprodutos
mediante aplicagdo de processos utilizando membranas dos nutrientes de alta qualidade que
tem o soro de queijo transformando-o em pdé (BYRNE e FITZPATRICK, 2002), como
também a realizacdo da hidrdlise por meio de enzimas especificas. As aplicacOes de
hidrolisados de proteina como fonte de aminodcidos livres e de pequenos peptideos sao
inimeras. Dentre elas podemos destacar: formulacdo de dietas enterais, utilizagdo em
suplementos esportivos, sorvetes, bebidas l4cteas, misturas para sucos, confec¢do de

marcadores de massa molecular, utilizacdo em medicamento entre outras (MARQUES, 2009).
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2.2 Lactose

A lactose € o componente que se apresenta em maior concentra¢do no extrato seco do
leite, podendo variar de 4,5 a 5,2 g% conforme alimentacdo e intervalos de lactacdo. E
também o principal carboidrato do leite de vaca (SCHLIMME e BUCHHEIM, 2002). A
lactose € um dissacarideo formado pelos radicais [B-D-galactose e a-D-glicose que estdo
conectados através da ligagdo glicosidica B-1,4. A estrutura quimica da lactose estd

representada na figura 1.
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Figura 1 — Estrutura quimica da lactose. CAMPBELL (2000)

A lactose € caracterizada por um p6 branco, cristalino, solivel em dgua, insolivel em
alcool e éter, que se apresenta principalmente no leite, e por isso é denominado também de
actucar do leite. Contudo a sua utilidade em produtos lacteos € bastante limitada devido ao seu
baixo poder adogante, a sua baixa solubilidade, forte tendéncia a adsorver sabores e odores e
possui incapacidade de ser fermentado por diversos microorganismos (BRITO, 2007).

A lactose € um importante componente abundante no leite e do soro de leite,
utilizados nos produtos alimentares, e € bastante limitada devido a sua baixa solubilidade e
indigestibilidade em muitos individuos. Por esta razdo, a lactose € frequentemente hidrolisada
antes da utilizacdo. A hidrdlise é uma reacdo necessdria para a digestdo da lactose que €
realizada pela enzima lactase.

O processo de hidrélise pode ser realizado por 4cidos ou pelo tratamento enzimético
com enzimas. A hidrélise dcida da lactose do soro pode ser empregada na producdo de um
hidrolisado que € fonte de carbono parar a producdo de etanol por fermentacdo de
microorganismos. A hidrélise enzimatica da lactose presente no soro ou na lactose pura tem
sido aplicada em diversas configuracoes dependendo do reator e das propriedades das
enzimas a serem utilizadas (HATZINKOLAU et al., 2005).

Os monossacarideos de glucose e galactose formados a partir da hidrolise da lactose

7z

por B-galactosidase ou lactase é um procedimento de grande importincia na inddstria
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alimentar, devido aos efeitos benéficos sobre a assimilagdo dos alimentos que contenham
lactose, bem como as vantagens na aplicacdo industrial, seja ela tecnoldgica ou ambiental
(JURADO et al., 2002).

A hidrélise da lactose € um processo que agrega valor ao soro do queijo, o qual
passard de um efluente a subproduto e resolverd assim problemas causados pela lactose. Além
disso, a lactose na sua forma ndo hidrolisada € inadequada a pessoas que apresentam
intolerancia a esse dissacarideo. Entretanto, grande parte da populacdo mundial ndo pode
desfrutar dos beneficios proporcionados pelo leite devido a algum grau de rejeicdo aos
produtos e seus derivados. Apesar de ser pouco diagnosticada, a intolerancia a lactose é um
problema comum, estimado em 20 a 25% na populacdo brasileira. (FREITAS, 2007).

De acordo com Schlimme e Buchheim (2002), a hidrdlise da lactose é cada vez mais
importante para o consumo humano, pois modifica a solubilidade da lactose, o dulcor, o poder
redutor e a fermentabilidade e consegue-se, sobretudo, fazer com que seja digerivel pelos
consumidores intolerantes a esse carboidrato, pois seus derivados sdo de grande importancia
nutricional. Assim, a hidrélise da lactose agrega valor ao soro evitando o seu descarte sem

tratamento e reduz os custos gastos com tratamento de efluentes.

2.3 Caseina

A caseina € o principal componente protéico do leite, constituindo aproximadamente
80% da fracdo de proteinas do leite (LAMOTHE et al., 2007; MICHAELIDOU, 2008;
OLALLA et al., 2009).

Extensas pesquisas estdo sendo realizadas in vitro e em modelos animais e tem
sugerido que os peptideos derivados da caseina ndo sdo apenas nutrientes, mas também uma
excelente fonte de peptideos de baixo peso molecular com potencial atividade bioldogica
(LAMOTHE et al.,2007). Esta proteina pode ser aplicada em diferentes areas, tais como:
fabricacdo de queijos, formulas infantis, fabricacdo de revestimentos de papel, adesivos,

tintas, cimentos, téxteis e cosméticos (MIER et al., 2008).

2.4 Enzimas

Enzimas s3o macromoléculas de natureza protéica ou glicoprotéica, apresentam

atividade intracelular ou extracelular, que atuam acelerando as reagdes bioquimicas,

reduzindo a energia de ativacdo necessdria para converter o substrato no produto, sem alterar
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o equilibrio da reacdo. Elas convertem uma substdncia chamada de substrato para outra
chamada de produto, e sdo extremamente especificas para a reacdo que catalisam. A
velocidade de reacdo catalisada por uma enzima € aumentada devido a reducdo de energia de
ativacao necessdria para converter o substrato em produto.

De acordo com Oliveira (2007), enzimas sdo catalisadores de reagdes na sua maioria
inorgénicos, e possuem vantagens de serem facilmente encontradas na natureza e que também
apresentam maior atividade catalitica e alta especificidade, além de elevada sensibilidade ao
controle catalitico. E definida como um biocatalisador, de natureza protéica e define algumas
propriedades, tais como: especificidade de substrato, dependéncia da temperatura e pH
(FABER, 2004). As enzimas sdo as moléculas preferiveis a outros catalisadores quimicos,
pois elas apresentam propriedades como: estabilidade, atividade e especificidade
(FURLONG, 2000; GALVAO, 2004).

A estabilidade é a capacidade catalitica de uma enzima e depende de sua estrutura
nativa, a qual é conservada por forcas de interacdo. Durante as reagdes podem ocorrer
alteracdes no ambiente reacional e podem debilitar essas interagdes, alterando a estrutura
tridimensional nativa e causando perda parcial ou total da sua funcionabilidade bioldgica.
Sendo assim, a estabilidade da enzima pode ser afetada caso ocorra variacdo de temperatura,
pH e presenca de solventes polares.

A atividade enzimatica € dada pela medicao da velocidade inicial da reagdo sob uma
faixa de determinadas condicdes. A atividade da enzima pode ser calculada com a enzima na
forma pura, e em tais condi¢des que permitam que a velocidade da reacdo seja maxima, o que
denota que o substrato deve estar em elevada concentra¢do, de modo a permitir que toda a
enzima esteja convertida em um complexo ativado.

A especificidade de uma enzima consiste na capacidade da enzima ser seletiva a
ligacdes, substratos ou grupos de substratos e se baseia nas interacdes que ocorrem entre a
molécula do substrato ou na presenca de agente inibidor e o sitio ativo da enzima, como, por
exemplo, as ligacdes de hidrogénio, as interacoes de Van der Waals e as interagdes
eletrostéticas.

No setor industrial as enzimas utilizadas sdo quase em sua totalidade produzidas por
microrganismos. O uso de enzimas se torna atraente quando permite que pequenas
quantidades sejam suficientes para catalisar reacOes especificas devido a sua grande eficdcia
em condicdes suaves. Sua alta seletividade faz com que as enzimas sejam extremamente uteis
em processos que envolvam oxidacdes, condensacdes ou hidrélises, principalmente se o

produto final for designado a fins alimenticios e diversos estudos com enzimas tem-se
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intensificado a fim de desenvolver e melhorar a tecnologia enzimdtica, como a drea de
alimentos, biocombustiveis, farmacéutica, dentre outras (ADRIANO, 2008; VIEIRA, 2009).
Na década de 60 a tecnologia enzimatica apareceu como drea de investiga¢do, com 0 processo
de imobilizacdo de enzimas para utilizacdo em processos quimicos (KRAJEWSKA, 2004).
Assim, as enzimas sdo geralmente comercializadas na presenca de aditivos ou na
forma imobilizada que tem a capacidade de proteger a proteina da inativacdo durante a
estocagem (ZANIN E MORAES, 2004) e sua utilizacdo na forma imobilizada pode ser
economicamente vantajosa, pois a imobiliza¢do da enzima promove um aumento significativo

na estabilidade e possibilidade de sua reutilizacdo (HERNAIZ e CROUT, 2000).

2.4.1 Lactase

A enzima [-galactosidase € codificada pela Enzyme Comission sob o nimero 3.2.1.23
(KLEIN, 2010), € uma proteina habitualmente chamada de lactase, é produzida maioria pelos
seres vivos e estdo distribuidas na natureza de acordo com suas multiplicidades de funcdes. A
B-galactosidase € classificada como uma hidrolase, que se trata de uma enzima onde a dgua
participa na quebra das ligacdes covalentes do substrato (SANTIAGO et al., 2004). Sao
encontradas basicamente em microorganismos, como bactérias, leveduras, fungos e no trato
intestinal dos mamiferos (VINHAL, 2001).

Apesar das vdrias fontes de lactase existentes, nem todas sdo aceitas ou reconhecidas
como seguras quando a enzima estd sendo empregada na tecnologia alimenticia. A levedura
Kluyveromyces lactis ¢ a principal fonte comercial de - galactosidase, porque seu habitat
natural € o ambiente do leite, e destaca marcante atividade na hidrélise de lactose (GEKAS e
LOPEZ, 1985).

A legislacdo brasileira destaca por meio da Resolu¢do RDC n° 205/2006, que a enzima
lactase utilizada na industria de alimentos tem por obrigacdo ser de origem microbiana,
proveniente dos seguintes microrganismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces sp (BRASIL, 2006).

A enzima [-galactosidase € cada vez mais utilizadas na inddstria de lacticinios. A sua
capacidade como 6timo biocatalisador para a hidrélise da lactose do leite e soro permite a
producdo de produtos lacteos com baixo teor de lactose para pessoas intolerantes a este
acucar, aproximadamente 75% da populacio mundial, e serve para reciclagem do soro para

utiliza-lo como aditivos para a alimentacdo humana e de animais (LADERO et al., 2006).
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A hidrdlise da lactose presente no leite e em seus derivados através da de -
galactosidase pode promover inimeros beneficios a citar: aliviar sintomas de intolerancia a
lactose; promover melhorias tecnoldogicas no processo, minimizando ou eliminando
problemas relacionados com a baixa solubilidade e baixo dulgor da lactose. Além disso, a
hidrélise enzimdtica da lactose pode ser realizada tanto por enzimas livres como por
imobilizadas e que pode gerar uma reducdo significativa no tempo de processos
fermentativos, na fabricacdo de iogurtes e queijos, por exemplo. Outro beneficio de grande
importancia € a possibilidade de agregar valor aos rejeitos produzidos pela industria produtora
de queijo, cujo descarte inadequado constitui um grave problema ambiental (PANESAR et al.,
2010; PRAZERES et al., 2012).

Na tecnologia de alimentos esta enzima é amplamente empregada devido a sua
variavel aplicacdo em ingredientes com lactose ser reduzida em alimentos. A B-galactosidase

apresenta diversas potencialidades de aplicabilidade, que se encontram sintetizada na tabela 1.

Producdo de leite com baixo teor de lactose

Obtencao de produtos derivados do leite com baixa concentracdo de lactose

Producao de iogurtes adocicados

Incorporagdao em medicamentos para combater a intolerancia a lactose

Obtengao de concentrados para sorvetes com baixa concentracdo de lactose

Producdo de xaropes alimentares

Tratamento enzimdtico na producio de queijo

Processamento da lactose contida no soro e permeado de soro

Tabela 1 — Aplicacdes biotecnoldgicas da enzima B-galactosidase (OLIVEIRA, 2005)

A PB-galactosidase é comercialmente disponivel e utilizada em processos de larga
escala. Existem basicamente duas formas de utilizagdo dessa enzima, na forma solivel, que é
normalmente utilizada em processos batelada e na forma imobilizada, que ocorre em operacao
continua. Na sua forma livre ou solivel as enzimas apresentam algumas propriedades
peculiares, tais como a sua ndo reutilizacao, alta sensibilidade, vérios agentes desnaturantes e
presenca de efeitos sensoriais ou efeitos toxicoldgicos, podem dificultar a efetiva utilizacdo de
enzimas (GEKAS e LOPEZ, 1985; NIJPELS et al., 1981).

Muitas destas restrigdes indesejaveis podem ser superadas por meio da utilizacdo de
enzimas imobilizadas. Devido ao alto custo da enzima, o sistema de imobilizacdo continua a

ser mais vidvel economicamente do que os sistemas enzimaticos livres. A lactase quando
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imobilizada possuem vantagens que permitem a sua reutilizagdo, facilitando o controle de
processo e otimizacdo do rendimento e na qualidade do produto, como também ndo se
misturam com o produto final, tornando-se mais estdveis. No entanto, apresentam algumas
limitacdes que devem ser consideradas como a perda de atividade catalitica durante a
imobilizacdo, problemas na transferéncia de massa, discriminacdo fisica entre o catalisador e

o fluido (SALIS et al., 2003).

2.4.2 Neutrase

Aproximadamente 60% das enzimas utilizadas nos setores industriais sdo as proteases,
vastamente empregadas na producdo de couro e na inddstria de alimentos. Na industria
alimentar essas proteases sdo utilizadas como auxiliares no processamento de cerveja, vinho,
cereais, leite, laticinios, chocolate, ovos, produtos a base de ovos, produtos a base de carne e
de peixe, legumes e na producdo de proteina hidrolisada eflavorizantes (FURLAN e
OETTERER, 2002).

Algumas proteases sao produzidas por microorganismos, dentre os mais comuns sao
dos géneros Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Proteus, Aspergillus, Streptomyces e
Rhizopus (DINIZ & MARTIN, 1999). A neutrase ¢ uma endopeptidase produzida a partir de
Bacillus amyloliquefaciens e esta enzima tem sido relatada como uma potente proteinase para
a hidrdlise de proteinas (BEAK e CADWALLADER, 1995; SHAHIDI et al., 1995).

A Neutrase (EC 3.4.24.28) € uma protease bacteriana comercial apropriada para a
producgdo de pequenas peptideos (KAMMOUN et al., 1999), uma enzima que atrai interesse
consideravel principalmente na inddstria de alimentos, devido a sua variedade de aplicagdes
possiveis, como por exemplo: produgdo de proteinas de alimentos funcionais por hidrélise de
feijdao mungo (LI et al., 2005), gliten de milho (APAR et al., 2007), proteina do soro de
queijo (SHIN et al. , 2007 ), hidrdlise da proteina do peixe tildpia (RAGHAVAN E
KRISTINSSON, 2008 ), e de soja (BAO et al., 2008 ), na melhoria da textura e no sabor dos
produtos lacteos (KUMAR et al., 2000 ), e na sintese de peptideos em meios organicos
(CLAPES et al, 1997). Além disso, a enzima neutrase pode ser empregada como
antioxidantes de origem natural e aumentar a informacdo sobre o mecanismo de efeito
antioxidante (DRYAKOVA, 2010) e anti-inflamatério (SENEVIRATHNE, 2010).

A neutrase hidrolisa proteinas do soro de queijo, um subproduto altamente poluente
que € descartado pelas industrias de laticinios € com o processo de hidrélise pode-se obter

derivados com melhores propriedades funcionais. Estes derivados apresentam-se aptos para a
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preparacdao de alimentos para pessoas que necessitam de dietas especiais ou com falhas
congeénitas no metabolismo de proteinas.

A 1imobilizacdo da enzima neutrase oferece vantagens considerdveis, com a
possibilidade de processamento continuo, a reutilizacdo da enzima, reducdo de autodigestao,

como também poderé potencializar sua aplicacdo no setor industrial.

2.5 Imobilizacao Enzimatica

A utilizacdo de enzimas na industria alimenticia vem crescendo gradativamente,
porém seu uso apresenta custo elevado. Com o intuito de reduzir esse valor e possibilitar o
emprego da tecnologia enzimdtica em diferentes segmentos industriais, alguns estudos
buscam métodos para desenvolver e aprimorar a imobiliza¢ao de enzimas.

O termo imobilizacdo € empregado para descrever a retengdo ou confinamento de uma
biomolécula no interior de um reator ou de um sistema analitico. Enzimas imobilizadas sao
definidas como enzimas que estdo fisicamente delimitadas ou localizadas numa certa regido
do espaco, especificamente em suportes. No caso das enzimas, a sua imobilizacdo em um
suporte, pode proceder em melhorias no seu comportamento catalitico, e, reduzir a sua
inativacao por distor¢do de sua estrutura nativa (sitio ativo) pela influéncia da temperatura, do
pH e de solventes organicos, o que se torna um atrativo para a aplicacdo de enzimas no setor
industrial (BRADY e JORDAAN, 2009; MENDES, et al., 2011a).

A grande vantagem da aplicagdo de enzimas imobilizadas é em comparacido a sua
forma livre, a possibilidade de reutilizacio do biocatalizador imobilizado, além disso, a
utilizagdo de enzimas imobilizadas facilita a sua separacdo no meio reacional, ndo havendo
contaminacao do seu produto final, visto que, em sua forma imobilizada nao é solivel no
meio de reacdo o que evita a necessidade de separar as enzimas e as impurezas do sistema de
reacdo que se segue durante o processamento. Dessa forma, numerosas técnicas e suportes
tém sido desenvolvidos com a finalidade de aprimorar a imobiliza¢do de enzimas e otimizar
sua aplicagdo (GROSOVA el al., 2008).

Enzimas imobilizadas podem ser reutilizadas e apresentam vantagens na sua
reutilizagdo como: facilidade de recuperagdo da enzima e do produto, reutilizagdo do suporte
e a reducdo dos custos com o processo continuo, facilidade durante a interrup¢do das reacoes
enzimdticas, grande variedade de reatores com enzimas imobilizadas e em muitos casos pode
ocorrer o melhoramento no desempenho do biocatalisador (GROSOVA et al., 2008;

KRAJEWSKA, 2004).
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O processo de imobilizacdo de uma enzima pode ser obtido mediante uma suspensao
em solucido tampdo e em suportes adequados para que o emprego de enzimas imobilizadas
torne-se economicamente vidvel. Deve-se considerar o tipo de suporte empregado assim como
o método utilizado durante a imobilizacdo. O suporte e a enzima nao sdo superficies que se
complementam e logo apds a primeira liga¢do entre eles, a enzima perde sua seu poder de
flexibilidade.

A imobilizacdo de enzimas em suportes s6lidos € uma importante ferramenta, pois
permite a sua reutilizacdo e pode reduzir a inativagdo por influéncia da temperatura e
solventes organicos, o que pode ser atrativo e importante para o setor industrial, pois para que
a aplicacdo de enzimas no setor industrial seja propicia faz-se necessdrio a obtencdo de
biocatalisadores ativos e estaveis termicamente (LOPEZ-GALLEGO et al., 2005).

Dessa forma, durante o processo de imobilizacdo, deve-se atentar para algumas
questdes como: mudancas na estrutura conformacional da enzima que levem a sua
imobiliza¢do numa forma inativa; perda da atividade catalitica e perdas de massa de enzima;
efeitos difusionais ou de transferéncia de massa, em decorréncia de limitacdes entre
substrato/enzima e do produto para o seio da solugdo; o custeio da imobilizacao deve ser
compensado com vida ttil do biocatalisador (MATEOQ et al., 2007; MENDES et al., 2011a).

Com o objetivo de tornar vidvel a sua aplicacdo industrial, a tecnologia de
imobilizacdo enzimdtica deve-se considerar os seguintes parametros: custo de imobilizacgao,
retencdo da atividade enzimatica, estabilidade térmica da enzima, estabilidade da atividade

enzimatica em diferentes pHs, nimero de reciclos da enzima, caracteristicas de resisténcia e

custeio do suporte (BON, 2008).

2.6 Coimobilizacao

Coimobilizar ou multi-imobilizar € uma técnica que consiste na imobilizacdo de
diferentes biorreceptores em um mesmo suporte ou regido. De acordo com Logan e Clark
(2007) a multi-imobilizacdo de biorreceptores em suportes solidos pode suceder pela
imobilizacdo de diferentes biorreceptores em dreas especificas do suporte, por meio de
qualquer estratégia de imobilizacio seja ela covalente, adsor¢cdo, armadilhamento ou
afinidade. Sendo assim, podemos salientar as seguintes vantagens da coimobilizac¢io:

e Esta aplicacdo promove a deteccdo de ions de metais pesados através da

utilizagcdo de diferentes enzimas, com diferentes sensibilidades a ifons especificos, resultando
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na medicdo da toxidade total de uma amostra qualificando os resultados esperados
(SOLDATKIN et al., 2012);

e Permite uma simplificacdo de etapas em processos que exijam multiplas
etapas reduzindo tempo e custos (TABOADA-PUIG, 2011);

¢ Aumento na sensibilidade do biossensor (CHEN et al., 2011);

e Reduz a distancia entre sitios cataliticos de reacdes em cascata, reduzindo os
efeitos de difusdo e diminuindo efeitos sobre compostos intermedidrios instdveis mimetizando

os canais metabdlicos existentes nas células (SCHOFFELEN e HEST, 2012).

2.7 Métodos de Imobilizacao Enzimatica

A imobilizacdo enzimdtica consiste numa etapa minuciosa € necessdria para a
constru¢do de um biossensor eficaz. Na busca por novas tecnologias, tem-se pesquisado a
utilizacdo de catalisadores bioldgicos imobilizados em suportes diversos. Existem diversas
maneiras de imobilizar uma enzima qualquer que seja o suporte, dependendo da finalidade e
do sistema a ser utilizado. Nesse contexto € possivel definir as principais formas de
imobilizacdo enzimadtica: imobilizagdo no interior do suporte; por meio de membrana e a
imobiliza¢do na superficie de um suporte por meio de adsor¢do, de ligacdo covalente cruzada

ou covalente (ALDRY et al., 2012).

Os métodos bdsicos de imobilizacao estdo demonstrados na figura abaixo

Método de Imobilizacdo de Enzimas

Ligacao no interior do suporte Ligacao na superficie do suporte

N\

Ligacao Cruzada

Encapsulagao

Adsorcao
Ligacao Covalente

Figura 2— Métodos para imobiliza¢do de enzimas (DALLA-VECCHIA et al., 2004)
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No método de encapsulacdo as enzimas podem ser aprisionadas dentro da estrutura
interna de alguns materiais (geralmente polimeros) na forma de géis, microcapsulas, filmes ou
através da separacdo por membranas, na qual a enzima encontra-se fisicamente separada do
meio de reacdo que consiste no confinamento da enzima numa dada regido da solugdo, através
de uma membrana semipermedvel. A separacdo por membranas pode acarretar limitacdes
difusionais intensas (BARON, 2008). Esse método é muito simples, e possui a capacidade de
dar maior estabilidade de armazenamento ao biossensor, evitando desnaturacdo e aumento nos
atributos operacionais do mesmo.

A imobilizagdo por adsorcdo representa a maneira mais simples e rdpida e é muito
empregada para imobilizar enzimas. Esse procedimento consiste em dissolver a enzima em
uma solu¢do, e em seguida colocd-la em contato com a superficie do suporte por um
determinado periodo de tempo. Logo depois, o material excedente, ndo adsorvido é removido
apos ser enxaguado. Nesse método, as enzimas sdo imobilizadas no suporte por meio ligacdes
de baixa energia, tais como interacdes hidrofébicas, forcas de Van der Waals, ligacdes de
hidrogénio e ligacdes idnicas (FERNANDEZ-FERNANDEZ; MOLDES; SANROMAN,
2012; ZHENG et al., 2012; ZHOU et al., 2012). Este tipo de imobilizacdo proporciona uma
pequena modificacdo na estrutura nativa da enzima, se comparado aos outros tipos de
imobilizagdo, e, dessa forma, ndo promove a perda da atividade catalitica (VINU et al., 2005).

A ligagdo covalente cruzada ou cross-linking aborda a utilizacdo de um agente externo
durante o procedimento de imobilizacdo. Esse agente consiste no uso de reativos bifuncionais
que proporcionam unides intermoleculares entre enzima, resultando em ligacdes irreversiveis,
capazes de resistir a condi¢des extremas de pH e temperatura (ARROYO, 1998). Uma das
vantagens dessa técnica € que ela cria uma interacdo enzima-enzima mais sélida evitando
lixiviacdo da mesma, entretanto, por essa mesma razdo barreiras de difusdo podem ser
criadas, aumentando o tempo de resposta do eletrodo. A imobilizacio por ligagdo cruzada é
livre de suporte, e as enzimas estdo ligadas umas as outras, ou a proteinas inativas (gelatina,
albumina), formando uma estrutura tridimensional complexa. Esta é uma técnica utilizada
amplamente na estabilizacdo de muitas enzimas. Como desvantagens do método estdo a baixa
retencdo da atividade e a baixa estabilidade mecénica, que dificulta sua aplica¢do industrial,
além de pouca reprodutibilidade (SHELDON, et al., 2007).

O método de ligacdo covalente € o mais utilizado para o processo de imobilizagdo
enzimdtica. Neste método a enzima € aprisionada no suporte através da ligacdo covalente
entre os grupos funcionais reativos do suporte e os grupos reativos terminais da enzima. A

forca desta ligacdo € elevada e normalmente abrange vérios residuos da enzima
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proporcionando uma elevada rigidez na estrutura da mesma (MATEO et al, 2007;
MACARIO et al., 2009; MILETIC et al., 2009). Essa rigidez tem por finalidade manter a
estrutura da enzima inalterada em presenca de agentes desnaturantes como variacdo de
temperatura, solventes organicos, pH extremos e outros (MATEO et al., 2007; MACARIO et
al., 2009; MILETIC et al., 2009). A ligagdo covalente de uma enzima a um suporte ¢ talvez o
método de imobilizacdo mais interessante do ponto de vista industrial.

Para esses métodos devemos considerar duas caracteristicas importantes, a
estabilidade no armazenamento e a estabilidade operacional. Além disso, para a selecdo dos
métodos € necessdrio levar em conta a atividade, regeneragao e inativacdo do biocatalisador,
custo do procedimento de imobilizacdo e as propriedades hidrodindmicas para a enzima
imobilizada (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004; MENDES et al., 2011a;
ILLANES et al., 2012).

2.8 Suportes para imobilizacado Enzimatica

Para que seja possivel realizar a imobilizacdo de enzimas, diferentes suportes t€ém
sido empregados como matrizes para esse processo. De acordo com Galvao (2004), os
suportes empregados para imobilizacdo de enzimas abarcam uma grande variedade de
materiais, como matrizes inorganicas (naturais e sintéticos) e inorganicas (minerais e
fabricados). A tabela 2 apresenta a classificacdo de suportes de imobilizacdo de acordo com

sua composicao.

SUPORTES
Organicos Inorganicos
Naturais Sintéticos Minerais Fabricados
Polissacarideos | Proteinas Poliestireno Areia Vidro(PC)
Celulose Colageno Poliacrilatos Betonita Ceramica (PC)
Agarose Albumina Polivinilos Homeblenda Silica (PC)
Agar Gelatina Nylon Pedra-pome Aluminossilicato
Quitosana Seda Poliamidas Oxido de Ferro
Amido Vinil Oxido de Niquel
Policrilamidas

Tabela 2 — Classificacio dos suportes conforme a composicio (GALVAO, 2004).

Os suportes para imobilizacdo podem ainda ser classificados como porosos ou ndo
porosos. Os porosos apresentam grande area superficial interna disponivel para a imobilizacao
e apresentam capacidade de proteger a enzima contra turbuléncias externas, ja os suportes nao

porosos incluem a desvantagem de ndo possuir grande drea para a imobilizagdo, mas
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eliminam o problema de transferéncia de massa interna, devido a diminui¢do do tamanho das
particulas e pelo aumento de velocidade de escoamento do fluido (GALVAO, 2004). Dessa
forma, nota-se que a morfologia do suporte para realizar a imobilizacdo de enzimas é muito
importante, pois o mesmo deve ter alta porosidade, o que permite ter uma grande &rea
superficial intensa para a imobilizacdo da enzima e os intersticios com didmetro suficiente
para possibilitar o fécil acesso da enzima e do substrato (VIEIRA, 2009).

Para Vieira (2009), o suporte necessita ser quimicamente resistente nas condi¢des de
ativacdo durante o processo de imobilizacdo e nas condi¢des em que se processa a reagdo, e
assim possuir grupos quimicos que podem ser ativados ou modificados de modo que
permitam a ligacdo da enzima sem desnaturd-la. Vale destacar que, dependendo das condi¢des
de imobilizacdo e dos suportes empregados, a enzima apresentard diferentes propriedades
finais, podendo mudar sua estabilidade frente ao pH e temperatura.

Durante o processo de imobilizagdao a enzima € normalmente prendida a um suporte
por ligagdes quimicas, isto favorece a estabilidade do biocatalisador diminuindo a desativacdo
da enzima (CARPIO et al., 2000). Na selecao de um suporte para uma determinada aplicacdo,
devem ser analisadas tanto suas propriedades fisicas como também quimicas, bem como a
possibilidade de regeneracdo do material. De acordo com Mendes et al.,(2011) as principais
caracteristicas a serem analisadas para selecdo de um suporte para uma determinada
aplicacao:

v Area superficial;
Permeabilidade;
Insolubilidade;
Capacidade de regeneracio;
Morfologia e composi¢do;
Natureza hidrofilica ou hidrofébica;
Resisténcia ao ataque microbiano;

Resisténcia mecanica;

AN NN VT N N N N
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A morfologia do suporte € de grande relevancia, pois o mesmo deve ter alta
porosidade, o que permitird ter uma grande drea superficial interna para a imobilizacdo da
enzima e os poros deve apresentar didmetro suficiente que permita o ficil acesso da enzima e
do suporte. Por esta razdo, torna-se importante a selecio de um suporte que contenha uma
concentracdo de grupos reativos suficiente para promover uma boa adsor¢do e um método de

ativacdo adequado que permita obter uma concentracdo ideal de grupos reativos na superficie
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do suporte para interagir com os grupos ativos da enzima, preservando e conservando a

estrutura enzimatica (BOLIVAR et al., 2009).

2.8.1 Quitosana

Na biotecnologia existem diversos suportes organicos naturais empregados na
imobilizacdo de enzimas dos quais se destaca a quitosana. A aplicacdo de quitosana como
suporte para a imobilizacdo de enzimas deve-se as suas diferentes fontes como pd, escamas,
hidrogéis, membranas, fibras e outras, incluindo também a presenca de diferentes grupos
funcionais, como hidroxila e amino, os quais permitem sua utilizagao em diferentes métodos
de imobilizacao (KUMAR et al., 2000; BERGER et al., 2004).

A quitosana € um polissacarideo essencialmente constituido por uma estrutura

molecular similar a celulose, distinguindo somente nos seus grupos funcionais

(KRAJEWSKA, 2004). Ver figura 3.

S — SOH
CHLOH CHAQ
o (8]
O O
oH OH
- O Jn i NH. —an
Celulose Quitosana

Figura 3 - Estrutura dos biopolimeros de celulose e quitosana (BERGER et al.,2004)

A quitosana € um produto natural, de baixo custo comercial, renovivel e
biodegraddvel e apresenta grande importincia econdmica e ambiental. Segundo Mendes et al.,
(2011), € obtida a partir da desacetilagdo da quitina, segundo polimero mais abundante na
natureza e o principal componente do exoesqueleto de crustidceos e em alguns insetos, como
também na parede celular de alguns fungos.

As carapacas de crustiaceos sdo residuos abundantes e rejeitados pela industria
pesqueira, que em muitos casos sdo considerados como poluentes. Sua utilizagdo reduz o
impacto ambiental causado pelo acimulo nos locais onde é gerado e estocado (VIEIRA,
2009).

Os materiais a base de quitina e quitosana apresentam conjunto unico de
caracteristicas como: biocompatibilidade, biodegradabilidade de produtos inofensivos, ndo

toxicidade, inércia fisiolégica, propriedades antibacterianas, agentes quelantes de metais
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pesados, ions com propriedades de formacdo de gel e de hidrofilicidade, e afinidade notédvel
para as proteinas (KRAJEWSKA, 2004). Devido a presenca dessas caracteristicas, 0s
materiais oriundos de quitina e quitosana ou a base deles estdo vidveis para ser amplamente
explorados na biotecnologia, especialmente em muitas aplicagdes, entre outros, como suportes

de imobilizacdo de enzimas.

2.8.2 Alginato de Sédio

O alginato € um biopolimero, proveniente do 4cido alginico, encontrado na natureza,
extraido principalmente de algas marinhas marrons, pertencentes a classe Phaeophiceae, que
constituem a principal fonte de obteng¢do de alginatos. Possui como beneficio ser ndo toxico
para imobilizacdo de células e é aceito como aditivo alimenticio (LEE e HEO, 2000). O
alginato de so6dio ou algina € composta principalmente pelo sal sédico do 4cido alginico,
polimero linear do 4cido L-gulurdnico (G) e do 4cido D-manurdnico (M). Este tdltimo é o
principal componente, mas ha alguma variacdo, dependendo da alga que ela se origina e esta

representado na figura 4.

Figura 4 — Estrutura quimica do alginato — G (4cido gulur6nico) e M (dcido manurdnico) (LEONARD et al.
2004).

O alginato de sd6dio apresenta-se na forma de pd fino ou grosso quase inodoro e
insipido, na cor branca amarelada, na solubilizacio em édgua forma uma solugdo coloidal
viscosa e seus sais apresentam propriedades tuteis na producio de géis (ADRIANO, 2008). Os
quais podem ser usados na industria alimenticia, farmacéutica e fabricacdo de cosméticos,
como também compreende aplicagdo na geleificacdo para varios fins como imobilizacdo

enzimatica, formacdo de membranas e encapsulacio de drogas. (ADRIANO, 2008).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral estudar a coimobilizacdo da enzima lactase e
proteases em um mesmo suporte de quitosana e alginato de sédio com uma comparagdo de
diferentes metodologias visando a hidrélise da lactose e das proteinas proveniente do soro de

queijo.

3.2 Objetivos especificos

Estudar da coimobilizacdo das enzimas lactase e neutrase para utilizacdo na industria de

leite para hidrdlise da lactose e de proteinas;

e Estabelecer e discutir quais os principais métodos de andlise, para quantificar o rendimento
de coimobilizag¢do a serem implantados no laboratério;

e Ampliar a estabilidade das enzimas, assim como a sua reutilizagdo, gerando menores
custos para a industria;

e Adicionar valor ao soro de leite para promover o aproveitamento do rejeito industrial (soro

de queijo), que contem proteinas e lactose;

e Comparagdo da enzima livre com a enzima imobilizada e coimobilizada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Suportes

Foram utilizados como suportes para imobiliza¢do a quitosana em p6 apresentando um
grau de desacetilacdo de 85,2%, adquirido junto a POLYMAR IND LTDA, Fortaleza, Cear4 e

o Alginato de S6dio adquirido comercialmente da Vetec — Sdo Paulo.
4.1.2 Reagentes utilizados para o tratamento dos suportes

Para tratamento dos suportes, utilizaram-se os seguintes reagentes: dcido cloridrico
37% (m/v), hidréxido de s6dio P.A., fosfato de potdssio monobdsico P.A. , fosfato de potdssio
dibasico P.A., cloreto de manganés P.A., cloreto de magnésio P.A., dentre outros reagentes,
todos de grau analitico e marcas diversas.
4.1.3 Enzimas

. B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) de Kluveromyces lactis, Lactozyme* 2600L,
1074 £ 41,32 ULAc.mL'1 de extrato, da marca Sigma Chemical Company (St Louis).

) Protease de Bacillus amyloliquefaciens 0.8U/g, 75790 + 6,126 Ungu.mL" de
extrato, da marca Sigma Chemical Company (St Louis).
4.1.4 Agente ativante

Glutaraldeido a 5% (v/v) comercializado pela Vetec - Sdo Paulo.

4.1.5 Substratos

Utilizaram-se lactose P.A e caseina obtida do leite bovino, adquiridas junto a Sigma

Chemical Company (St Louis).
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4.1.6 Reagentes para andlise da glicose

A concentracdo de glicose das amostras foi determinada pelo método enzimatico
colorimétrico empregando kit enzimdtico para determinacdo de glicose (Labtest,
Diagndstico), com leitura da absorbancia a 550nm. Todos os ensaios foram realizados em

triplicata.

4.2 METODOS

[ Preparacdo das particulas (suportes) de Quitosana e Alginato de sédio ]

[ Ativacdo dos suportes ]

\ 4

[ Procedimento de imobilizacao da lactase e neutrase ]

'

[ Procedimento de coimobiliza¢do da lactase e neutrase ]

'

[ Ensaios da atividade enzimatica ]

|

[ Determinagao dos parametros de imobilizacdo e coimobilizacao ]

'

[ Determinac¢ao do Grau de hidrélise da caseina ]

'

[ Reacdo com lactose J

'

[ Ensaios de estabilidade térmica ]

'

[ Estabilidade Operacional ]

Figura 5 — Fluxograma mostrando os métodos utilizados
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4.2.1 Preparagdo das particulas de quitosana 4% (m/v)

A quitosana em pé foi dissolvida em solucdo de 4cido acético 5% v/v. A solugdo
resultante foi homogeneizada por 30 minutos sob agitacdo mecénica constante, logo apods, o
xarope formado, foi lentamente gotejado a solucdo de NaOH 0,1M na razdo de 1/10 (v/v) e
mantido sob agitacdo moderada por um periodo de 4 h a temperatura ambiente. Apds este
procedimento o suporte obtido foi filtrado e lavado exaustivamente com dgua destilada até a
neutralidade. O procedimento para obtencdo das particulas de quitosana 4% (m/v) estd

esquematizado através da figura 6.

[ 4 g de quitosana em po ]

v

Adicionada a 100 mL de solu¢ao
acido acético 5% v/v
(homogeneizar por 30 minutos)

Gotejada em 500 ml NaOH
0,1M sob agitag¢do por 4h

v

Lavar as particulas formadas com
dgua destilada até a neutralidade

Figura 6 — Fluxograma mostrando a preparacdo das particulas de quitosana 4% (m/v)

4.2.2 Preparagdo das particulas de alginato de sédio 2,5% (m/v)

O alginato de so6dio em po foi dissolvido em dgua até 2,5% m/v. A solucdo resultante
foi mantida em agitacdo mecanica constante por 30 minutos, posteriormente, a solucdo
formada foi lentamente gotejada em solu¢do de 500 mL de CaCl, em 2% (m/v) agua e
mantido sobre agitacdo moderada por um periodo de 4 horas. Logo apds, as particulas foram
lavadas exaustivamente com dgua destilada.

A figura 7 ilustra o procedimento de preparacdo das particulas de alginato de s6dio

2,5% (m/v).
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[ 2,5 g de alginato de s6dio ] [ 100 mL de 4gua destilada ]

Agitacdo mecanica

Xarope obtido

Gotejado em 500 mL CaCl, em 2%
(m/v) dgua em agitacdo por 4h

v

As particulas formadas foram lavadas com
dgua destilada para retirar excesso de sal

Figura 7 - Fluxograma mostrando a preparacdo das particulas de alginato de sédio 2,5% (m/v)

4.2.3 Ativagdo dos suportes de quitosana para imobilizacdo e coimobiliza¢do das enzimas

A ativacdo do suporte de quitosana foi realizada com glutaraldeido 5% v/v em tampao
fosfato de potéssio 0,1M, pH 8,0 por 30 minutos a 25°C para a neutrase e em tampao fosfato
de potassio 0,1M, pH 7,0 adicionado 2mM MgCl, e 0,1 mM MnCl, em agitacdo por 30
minutos a 25°C para a lactase. Apds a ativagdo, as particulas foram lavadas com dgua
destilada para retirar o excesso de glutaraldeido e filtrado a vicuo. A figura 8 mostra os

suportes de quitosana apds ativagdo com glutaraldeido 5% (v/v).

Figura 8 - Particulas de quitosana ativadas com glutaraldeido 5% (v/v)



41

4.2.4 Ativacgado do suporte de alginato de s6dio para imobilizacdo e coimobiliza¢io das

enzimas

A ativac@o do suporte de alginato de sddio foi realizada com glutaraldeido 2,5% v/v

em tampao borato de sédio 0,1M, pH 8,0 por 30 minutos a 25 °C para a neutrase e tampao

borato de sédio 0,1M, pH 7.0 adicionado 2mM MgCl, e 0,1 mM MnCl, em agita¢ido por 30

minutos a 25 °C para a lactase. Apds a ativacdo, as particulas foram lavadas com dgua

destilada para retirar o excesso de glutaraldeido e filtrado a vicuo. A figura 9 representa as

particulas de alginato de sddio apds ativacdo com glutaraldeido 2,5% (v/v).

Figura 9 - Particulas de alginato de sédio ativadas com glutaraldeido 2,5% (v/v)

4.2.5 Procedimento de imobilizacao

Apés preparacdo e ativacdo dos suportes, realizou-se o procedimento de imobiliza¢do

das enzimas, conforme esquematizados na figura 10.

Suporte

Suporte + Ativador

Imobilizac¢do das enzimas
(lactase e neutrase)

y

Biocatalisador

Figura 10 - Fluxograma do procedimento de imobiliza¢do da enzima em diferentes suportes
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Para certificar-se que durante o processo de imobilizacdo e coimobilizacdo as
atividades enzimdticas ndo decresciam, durante o periodo de incubagdo foi acompanhado
paralelamente a possivel queda da atividade, reservando uma pequena aliquota da solucao
enzimdtica utilizada para imobilizacdo e verificada sua atividade hidrolitica seguindo os itens

3.2.7.1e3.2.7.2.

4.2.5.1 Procedimento de imobiliza¢do da neutrase

Uma vez ativados, as massas dos suportes foram medidas e adicionados 9,0 mL de
uma solucdo tampdo com carga enzimdtica oferecida de 221Ugy.g” de suporte e colocados
sob agitacdo por 3h a 25°C. Para determinar as solu¢des tampdes e pH para cada tipo de
suporte e enzima, foram realizados testes prévios e determinada as melhores condi¢des a
seguir: solucdo tampao fosfato de potéssio 0,02M em pH 8,0 para suporte quitosana e solugao
tampao borato de sédio 0,02M em pH 8,0 para o suporte de alginato de sddio. Apds a
imobiliza¢do os derivados obtidos foram lavados com solu¢@o tampao para eliminacdo da

enzima residual.

4.2.5.2 Procedimento de imobilizacdo da lactase

Uma vez ativados, as massas dos suportes foram medidas e adicionados 9,0 mL de
uma solucdo tampdo com carga enzimitica oferecida de 20ULAC.g'1 de suporte e colocados
sob agitacdo por 3h a 25°C. Para determinar as solucdes tampdes e pH para cada tipo de
suporte e enzima, foram realizados testes prévios e determinada as melhores condi¢des a
seguir: solucdo tampdo fosfato de potdssio 0,02M em pH 7,0 adicionado 2mM MgCl, e 0,1
mM MnCl, para suporte quitosana e solu¢do tampdo borato de sodio 0,02M em pH 7,0
adicionado 2mM MgCl, e 0,1 mM MnCl, para o suporte de alginato de sodio. Apds a
imobilizacdo os derivados obtidos foram lavados com solu¢@o tampdo para eliminacdo da

enzima residual.

4.2.6 Procedimento de coimobilizacio

Depois de realizada imobilizacdo da neutrase ou lactase, realizou-se a coimobilizacao

das enzimas, de acordo com os procedimentos abaixo:
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4.2.6.1 Imobilizacdo da lactase seguida da coimobiliza¢do da neutrase

Uma vez ativados, as massas dos suportes foram medidas e adicionados 9,0 mL de uma
solucdo tampdo com carga enzimdtica de oferecida de 20U ac.g” de suporte e colocados sob
agitacdo por 3h a 25°C. Apds a imobilizagdo, os derivados obtidos foram lavados com
solucdo tampdo para eliminacdo da enzima residual. Posteriormente, aos suportes contendo
lactase imobilizada foram adicionados 9,0 mL de uma solu¢do neutrase com carga oferecida
de 221Ungu.g” e colocados em agitagdo por mais 3h a 25°C, em tempo total de 6 h de
processo. Para determinar as solu¢des tampdes e pH para cada tipo de suporte e enzima,
foram realizados testes prévios e determinada as melhores condicdes a seguir: solugdo tampao
fosfato de potassio 0,02M em pH 8,0 para suporte quitosana e solu¢do tampao borato de sédio
0,02M em pH 8,0 para o suporte de alginato de sdédio. Apds a imobilizacdo, os derivados
obtidos foram lavados com solug¢do tampao para eliminagao da enzima residual. Ver esquema

na Figura 11.

Suporte » Suporte + Ativador Imobilizacdo da lactase com
carga oferecida 20U ac. g'1 de

suporte em agitacao por 3h a

25°C
Coimobilizagao da
] ] neutrase com carga
B19c:ata}1_sad0r oferecida 221UNEU-g_1 Suport§ con.te.,ndo
coimobilizado de suporte em agitagio lactase imobilizada
or 3h a 25°C
d J

Figura 11 - Fluxograma do procedimento de imobilizacdo da lactase seguida da coimobilizagdo da neutrase em

diferentes suportes

4.2.6.2 Imobilizagdo de neutrase seguida da coimobilizacdo da lactase

Uma vez ativados, as massas dos suportes foram medidas e adicionados 9,0 mL de uma
solugdo tampdo com carga enzimitica oferecida de 221Ungu.g™ de suporte e colocados sob
agitacdo por 3h a 25°C. Apds a imobiliza¢do os derivados obtidos foram lavados com solucdo
tampdo para eliminacdo da enzima residual. Posteriormente, aos suportes contendo lactase
imobilizada foram adicionados 9,0 mL de uma solugdo de lactase com carga oferecida de

20Upac.g” e colocados em agitacdo por mais 3h a 25°C em um tempo total de 6 h de
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processo. Para determinar as solu¢des tampdes e pH para cada tipo de suporte e enzima,
foram realizados testes prévios e determinada as melhores condi¢des a seguir: solu¢ido tampao
fosfato de potassio 0,02M em pH 8,0 para suporte quitosana e solu¢do tampao borato de sédio
0,02M em pH 8,0 para o suporte de alginato de sédio. Apds a imobilizacdo os derivados
obtidos foram lavados com solu¢do tampao para elimina¢do da enzima residual. Ver esquema

na Figura 12.

Suporte — Suporte + Ativador > Imobiliza¢do da neutrase com
carga oferecida 221UNEU.g'1
de suporte em agitacdo por 3h
a25°C

Coimobilizagao da

lactase com  carga
oferecida 2OULAc.g'1 de
suporte em agitagao por
3h a 25°C

Biocatalisador
coimobilizado

Suporte contendo
neutrase imobilizada

Figura 12 - Fluxograma do procedimento de imobiliza¢do da neutrase seguida da coimobilizagdo da lactase em

diferentes suportes

4.2.6.3 Imobilizacdo da lactase e neutrase simultaneamente

Uma vez ativados, as massas dos suportes foram medidas e adicionados 9,0 mL de uma
solucdo tampao fosfato de potdssio 0,02M em pH 7,0 adicionado 2mM MgCl, e 0,1 mM
MnCl,, com cargas iniciais de 221UNEU.g'1, ZOULAc.g'1 e colocados sob agitacdo por 3h a
25°C. Ap6s a imobilizagdo, os derivados obtidos foram lavados com solucio tampao fosfato

de potéssio 0,02M em pH 7,0 adicionado 2mM MgCl, e 0,1 mM MnCl, para eliminacao da

[ Imobilizacdo das enzimas \

. (lactase com carga oferecida
[ Suporte ]_’ [ Suporte + Ativador ]\ 20Uiacg' de suporte em

agitacdo por 3h a 25°C e
[Biocatalisa dor ] — neutrase com carga oferecida

enzima residual. Ver esquema na Figura 13.

. o1 221Ungu.g! de suporte em
coimobilizado o~ 5 7&0
\agltagao por 3h a 25°C /

Figura 13 - Fluxograma do procedimento de imobiliza¢o da lactase e neutrase simultaneamente em diferentes

suportes
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4.2.7 Ensaios da atividade enzimatica
4.2.7.1 Determinacdo da atividade hidrolitica da lactase livre, imobilizada e coimobilizada

A atividade da lactase foi determinada pela hidrdlise da lactose. A reagdo foi
conduzida em reator termostatizado contendo 5,0 mL de lactose 5% (m/v) em tampao fosfato
de potassio 0,1M pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2mM de MgCl, e 20uLL de amostra da
enzima previamente diluida e 0,2g do derivado imobilizado ou coimobilizado (Torres et al,
2006). A reacdo foi mantida a 37°C por 10 minutos e interrompida pela adi¢do de uma
solu¢do de 0,9 M de NaOH. Glicose produzida foi quantificada pelo método GOD-PAP
(Trinder, 1969).

A atividade hidrolitica da lactase foi quantificada através da concentracdo de glicose
(g.L") formada, quantificada espectrofotometricamente a 550nm. Para o branco utilizou-se
apenas a lactose 5% (m/v) sem a presenca da enzima.

Uma unidade de lactase foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1
umol de glicose por minuto nas condi¢des descritas acima. A atividade foi calculada de

acordo com a equacdo abaixo:
mg mol
" ( U ) [6L1] (22) x Vr (mL) x 5,5 (“mg)

mL) ~ Th (min) x [Ve (mL)ou Me(mg)]

(1)

Sendo /GLI] (concentracdo de glicose); Vr (volume no reator); 74 (tempo de hidrélise); Ve
(volume da enzima); Me (massa da enzima) e 5,5 (fator de conversdo de mg de glicose para

umol de glicose).

4.2.7.2 Determinagao da atividade hidrolitica da neutrase livre, imobilizada e coimobilizada

A atividade da neutrase foi determinada pela hidrélise da caseina comercial. A reagdo
de hidrélise foi conduzida em uma reator termostatizado contendo 10 mL de caseina 2%
(m/v) em tampao fosfato de potéssio 0,1M pH 8,0 e 20uL da amostra da enzima previamente
diluida e 0,2g de derivado imobilizado ou coimobilizado. A reacdo foi mantida a 50 °C por 10
minutos e interrompida com a precipitacdo através da adicdo de 3,0 mL de acido
tricloroacético (TCA) 17% (m/v). Apés centrifugacdo, atividade hidrolitica da neutrase foi
quantificada através da concentracdo de tirosina formada, essa quantificacdo foi realizada

através da curva de calibragdo de tirosina variando concentracdo de (0,01 a 0,1mg/mL)
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usando como solvente o fosfato de potdssio 0,1M e pH 7,0 e medido a absorbancia
espectrofotometricamente em comprimento de onda de 275nm. Para o branco, utilizou-se
apenas a caseina 4% (m/v) sem a presenga da enzima.
Uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como sendo a quantidade de
enzima necessdria para produzir 1pumol de tirosina por minuto, nas condigdes experimentais.
Com o valor da absorbancia medido pelo espectrofotdmetro se obteve a concentracao

de tirosina [Tyr] (produto da hidrélise) pela equagado (2):
[Tyr](g/L) =

Substituindo o valor encontrado pela equagdo (2) na equagdo (3), tem-se a atividade

Abs+0,01543
8,45857

2)

enzimatica (A¢).

[Tyr] (%) X Vr(mL)
[Ve(mL)ou Me(mg)]x Tr(min)

At(U/mL) = 3)

Onde: Vr (volume do reator); Ve (volume da enzima); Me (massa da enzima) e 7r (‘tempo de

reagao).

4.2.8 Determinagao dos parametros de imobilizacdo e coimobiliza¢io

Ao término da imobiliza¢do foram retiradas aliquotas para quantificacdo da atividade
inicial, residual e do derivado. Com esses valores obtidos determinaram-se os parametros de

imobilizacdo descritos a seguir.

4.2.8.1 Determinagao do rendimento de imobiliza¢do (R%): € definido como o percentual de

atividade enzimdtica que desapareceu no sobrenadante e foi imobilizada no suporte (equacao

4).

B Ato(%)—Atf(%)
N Ato(-5)

R (%) x 100 4)

Sendo Ato (atividade oferecida no tempo zero) e Atf (atividade tedrica de imobilizacio)

4.2.8.2 Atividade recuperada (ATrec): consiste na relagdo entre a atividade da enzima
aparente, obtida pela medida direta da atividade do derivado € a diferenca entre atividade no
sobrenadante antes e depois da imobilizagdo (equacdo 7), que pode ser considerada como

atividade tedrica derivada (RODRIGUES, 2008).
Atd(U/mg)
Ato G =Atf )

ATrec (%) = x 100 (5)
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Sendo: Atd (atividade do derivado); Ato (atividade inicial de enzima) e Atf (atividade do

sobrenadante apds imobiliza¢ao).

4.2.9 Determinacdo do grau de hidrdlise da caseina

A reacdo foi conduzida em um reator de 50 mL onde foram adicionados 20 mL de
caseina a 4% (m/v) em tampao fosfato de potassio 0,1M pH 8,0 e temperatura de 55°C. Apds
termostatizacdo do substrato foi adicionada neutrase livre, imobilizada e coimobilizada com
carga oferecida de 1000Ungy em cada experimento com tempo de hidrélise de 80 minutos. O
pH foi controlado com NaOH 0,9 M e o volume da base consumida ao longo do tempo foi
anotada e depois convertido em grau de hidrélise através da equacdo abaixo (ADLER-
NISSEN, 1986).

Para o cdlculo do grau de hidrélise (GH) utilizou-se a equagao 8:

1 1
mp(g)  htot

GH(%) = Vb(mL) x [b](N) ix x 100 (6)

Sendo: GH: grau de hidrélise (%), ou seja, o percentual de ligagdes peptidicas clivadas ao
longo da reacdo; /b : volume da base (mL) adicionada para manter o pH ao longo da reacio;
[b] = concentracdo da base (N); a = grau médio de dissociacao dos grupos a-NH2; mp =
massa da proteina na amostra (g) e Atot = nimero de ligacdes peptidicas totais em uma

proteina.
4.2.10 Reacdo com lactose

A concentragdo de glicose foi acompanhada pela hidrélise da lactose. A reacdo foi
conduzida em reator de 50 mL contendo 40 mL de solucdo de lactose 5% (m/v) em tampao
fosfato de potassio 0,IM pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2mM de MgCl, e temperatura
de 37°C. Apos termostatizacdo do substrato foi adicionado a lactase livre, imobilizada e
coimobilizada com carga oferecida de 20Upac em cada experimento. Amostras da reagdo
foram coletadas em intervalos de tempo de 0 a 55 minutos de hidrélise. A concentracio de

glicose foi quantificada pela equacdo 1 citada anteriormente.
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4.2.11 Ensaios de estabilidade térmica

Amostra de enzimas livre, imobilizadas e coimobilizadas foram adicionadas em
tampao fosfato de potdssio de 0,1M em pH 8,0 a 60°C para a neutrase e em tampao fosfato
de potédssio 0,1M pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2mM de MgCl, para lactase,
posteriormente, foram incubadas em banho termostético a 60°C em intervalos de tempo pré
definidos. Periodicamente, aliquotas foram retiradas e resfriadas rapidamente em banho de
gelo para interromper a reacdo de inativacao e suas atividades residuais, analisadas.

O modelo de ordem - 1 proposto por Belver (2008) foi ajustado aos pontos
experimentais e em seguida calculados a constante de desativacdo térmica (Kd) para cada
derivado. Medindo-se, enfim, a atividade da enzima livre, imobilizada e coimobilizada.

o = e —kaxt (7)

Calculou-se o tempo de meia vida da enzima (t¥2) que e definido como o tempo
necessdrio para que ocorra uma reducio de 50 % da atividade inicial, expresso em unidade de
tempo, foi calculado a partir da Equacdo 10, utilizando o parametro Kd (constante de

desativacdo térmica) estimada a partir da equagao 8:

In (0,5-a)

1 =
t kd x(1-a)

®)

Calculou-se também o Fator de Estabilizacao (FE), tendo os valores do tempo de meia
vida da enzima solivel e do derivado € possivel calcular o fator de estabilizacdo da enzima
imobilizada e coimobilizada. O fator de estabilidade é definido como a razdo entre os tempos

de meia vida do derivado e da enzima soldvel conforme equacio 9.

FE = t¥% derivado (9)

t% enzima solavel

4.2.12 Estabilidade operacional

Com o proposito de aplicar os derivados desenvolvidos em processo de hidrélises
continuas, bateladas sequenciais foram realizadas utilizando-se os suportes coimobilizadas de

modo a avaliar a reusabilidade dos biocatalisadores.

Lactase: a reag@o foi conduzida em um reator de 50 mL e foi adicionado em cada batelada 30
mL da solucdo de [caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v)] e 0,5g do derivado coimobilizado

com carga oferecida 10 + 8ULAC.g'l de suporte, sendo o mesmo derivado reutilizado em 5
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bateladas sequenciais. Cada reacdao permaneceu em intervalo de tempo de 0 a 30 minutos a

temperatura de 37°C e se quantificou a porcentagem de glicose pela equacao 1.

Neutrase: a reacdo foi conduzida em um reator de 50 mL e foi adicionado em cada batelada
30 mL da solucdo de [caseina 4% (m/v) e lactose 5% m/v)] e 0,5g do derivado coimobilizado
com carga oferecida 110 + 103Ungu.g” de suporte , sendo o mesmo derivado reutilizado em 5
bateladas sequenciais. Cada reagdo permaneceu em intervalo de tempo de O a 80 minutos a

temperatura de 37°C e a porcentagem do grau de hidrélise foi calculada pela equagdo 5.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A seguir serdo apresentados os resultados da preparacdo dos derivados obtidos para o
processo de imobilizacdo e coimobilizacdo das enzimas neutrase e lactase em suportes
desenvolvidos a partir de quitosana e alginato de sédio e serdo avaliados parametros tais
como: rendimento de imobilizacdo, atividade recuperada, atividade tedrica de imobilizacdo e
atividade do derivado, assim como também, caracterizacdo das enzimas soliveis. Em seguida,
apresentar-se-3o as aplicacdes dos melhores derivados, com suas devidas aplicacoes,
objetivando dados relacionados ao grau de hidrdlise, concentracdo de glicose, fatores de

estabilizacdo térmica e operacional.

5.1 Atividade hidrolitica da enzima livre

Lactase — A atividade hidrolitica da enzima soldvel, extrato comercial B-Galactosidase de
Kluyveromyces lactis, apresentou um valor de 1074 + 41,32 Upac.mL™” de extrato enzimdtico,
determinado em triplicata. Para tal resultado, utilizou-se tampao fosfato de potdssio 0,1M pH

7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2mM de MgCl,.

Neutrase - A atividade hidrolitica da enzima soldvel, extrato comercial (Neutrase) Protease
de Bacillus amyloliquefaciens adquirida da Novozymes Latin America Ltda., apresentando
uma atividade de 75790 + 6,126 U ngu.mL™" de extrato enzimatico, determinado em triplicata.

Para tal resultado, utilizou-se tampao fosfato de potassio pH 8,0.

5.2 Atividade hidrolitica da neutrase imobilizada e coimobilizada por ligacdo covalente

em suportes ativados com glutaraldeido 5% (v/v)

Os suportes preparados foram ativados com glutaraldeido e utilizados para
imobiliza¢do e coimobilizacdo da neutrase de acordo com os itens 4.2.5.1, 4.2.6.1, 4.2.6.2 e
4.2.6.3, em pH 8,0 e temperatura ambiente.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos referentes aos parametros de imobilizacao
e coimobilizacdo da neutrase em suporte de quitosana. As respostas analisadas foram: (R)

rendimento de imobiliza¢do, (Atr.) atividade recuperada e (A,p) atividade aparente.
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Tabela 3. Parametros de imobilizacdo e coimobilizacdo da neutrase em suporte de quitosana ativados com
glutaraldeido 5% (v/v) com tamp3ao fosfato de potdssio 20 mM pH 8,0 mantidas sob agitacdo constante por 3 e 6
horas a 25°C com carga oferecida 221 + 207,5Uygy. g'l de suporte, sendo (R) rendimento de imobilizagdo, (Arp.)
atividade recuperada e (A,,) atividade aparente.

R Arec Aap
Biocatalisador (%) (%) (Ungu. glsuporte)
Imobilizacao 55,38 16,41 61,44
INSCL* 76,53 26,57 66,73
ILS CN** 73,66 11,77 26,79
I L N S#*** 71,26 19,09 69,81

* Imobilizacdo da neutrase seguida da coimobilizacdo da lactase; ** Imobilizacdo da lactase seguida da
coimobilizacdo da neutrase; *** Imobilizacdo da lactase e neutrase simultaneamente

Observa-se que os suportes formados a base de quitosana ativados com glutaraldeido
mostraram-se adequados para o processo de imobilizacdo e coimobilizacdo da neutrase, visto
que os resultados foram satisfatérios conforme mostra a tabela 3. Esse episddio se deve a
6tima combinacdo do suporte de quitosana e ao método de ativagdo utilizado, o qual torna o
suporte de quitosana com maior nimero de grupos aldeidos os quais se ligam aos grupos
amino da enzima. De acordo com Adriano (2008) os grupos aldeido quando produzidos apds
a ativacdo com glutaraldeido apresentam-se muito reativos e pode imobilizar a enzima apds a
ligacdo com o grupo amina.

Comparando os dados obtidos na tabela 3, os experimentos de imobilizagdo e
coimobilizagdo realizados com a neutrase mostram que o processo de imobilizacdo da
neutrase seguida da coimobilizagdo da lactase, ofereceu melhor rendimento de imobilizacio
(76,53%) e melhor atividade recuperada (26,57%) em relacdo aos demais experimentos
realizados, pois quanto melhor o rendimento ocorrido na imobilizacdo, menor serd o volume
de catalisador gasto em reator e este apresenta uma maior carga de enzima imobilizada. Para
Schoffelen e Hest (2012) a coimobilizag¢do tem a capacidade de minimizar as distancias entre
espacos nas reacOes em cascata, reduzindo efeitos de difusdo e os efeitos sobre compostos
intermedidrios instdveis, o que poderd melhorar os parametros de imobilizacdo e
coimobiliza¢do, como o ocorrido no experimento acima.

Porém, comparando-se as atividades aparentes dos derivados, percebemos que a
imobilizacdo simultdnea da lactase e neutrase teve uma melhor atividade aparente

(69,81Ungu.g ™' sup) quando comparadas aos outros métodos de coimobilizagdo, isto indica



52

que durante a imobiliza¢do simultanea das duas enzimas houve uma melhor atividade para o
tal catalisador.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos referentes aos parametros de imobilizacdo
e coimobiliza¢do da neutrase em suporte de alginato de s6dio. As respostas analisadas foram:

(R) rendimento de imobilizacdo, (Ar.) atividade recuperada e (A,p) atividade aparente.

Tabela 4. Parametros de imobiliza¢do e coimobiliza¢do da neutrase em suporte de alginato de sédio ativados
com glutaraldeido 5% (v/v) com tampao borato de sédio 20 mM pH 8,0 e mantidas sob agitacdo constante por 3
e 6 horas a 25°C com carga oferecida 221 + 207,5UNEU.g" de suporte, sendo (R) rendimento de imobilizacgdo,
(Ar.) atividade recuperada e (A,,) atividade aparente.

R Arrec Aqp
Biocatalisador (%) (%) (UNEU.g'1 suporte)
Imobilizagao 64,46 17,01 45,95
INSCL* 0 0 0
ILS CN** 0 0 0
I L N S*** 0 0 0

* Imobilizacdo da neutrase seguida da coimobilizagdo da lactase; ** Imobilizacdo da lactase seguida da
coimobilizacdo da neutrase; *** Imobilizacdo da lactase e neutrase simultaneamente

Pode-se observar na Tabela 4 que durante a imobilizacdo da neutrase em suporte de
alginato de sdédio se obteve atividade enzimdtica, resultando em parametros satisfatorios,
tendo um rendimento de 64,46%. Ortega (2009) ao imobilizar Neutrase em suporte de
alginato ativado com glutaraldeido obteve rendimento de imobilizacdo experimental de
58,63%. Durante a realizacdo dos procedimentos de: imobilizacdo da neutrase seguida da
coimobiliza¢do da lactase; imobilizacdo da lactase seguida da coimobilizagdo da neutrase e
imobilizacdo simultdnea das enzimas no mesmo suporte, os derivados obtidos ndo
apresentaram atividade enzimdtica, sendo os resultados dos parametros estudados nao
satisfatorios, obtendo-se resultados nulos. Provavelmente durante a coimobilizagdo pode ter
ocorrido 1nativacdo das enzimas e de acordo com Mendes (2009), durante a imobilizacao
pode ter ocorrido efeitos de distor¢cOes na estrutura ativa da enzima e ou/ efeitos de particao
do substrato em relacio ao produto, como também pode ocorrer efeitos do microambiente que
podem afetar fortemente a estrutura tridimensional ou a conformacdo espacial das enzimas e
esses efeitos podem ser: concentracdo de dgua, pH do meio, interagdes hidrofébicas, presencga
de sais e alteragdes na temperatura . Como também a presenca de fons pode ter acarretado a

inativacdo da lactase.
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Durante os experimentos realizados com a enzima lactase, foram adicionados ions
metélicos (Mn*" Mg>"), pois ela é uma enzima completamente dependente desses ions. No
processo de imobilizacdo metais e as enzimas estdo envolvidos em uma reacdo de forma
reversivel que promove a formacdo de um complexo enzimédtico. Esse complexo enzima-ion
metélico € 50% mais ativo do que a enzima quando estd sozinha (LADERO et al., 2002).

Como o suporte utilizado para a coimobilizacao foi o alginato de s6dio, provavelmente
no decorrer dos processos, ocorreu a competicao entre os ions havendo um sequestro dos ions
(Mg** e Mn**) da enzima pelo suporte que causou a inatividade da enzima. Segundo Davis et
al (2003) o alginato apresenta uma seletividade por ions metdlicos divalentes, a qual esta
descrita a seguir: Mg < Mn= Fe < Co < Ni<Zn <Ca <Cd< Sr<Cu<Pb<Baoua
atividade da lactase foi inibida pelo fons Na* que compde o suporte. Na presenca de metais
pesados (Cu, Zn, Hg) essa enzima pode ser inativada ou inibida pelo Na* e o Ca** (VITOLO,
2001; CARMINATTI, 2001; BARBOSA; ARAUJO, 2007).

Haider e Husain (2007) utilizaram alginato como meio para a oclusio de lactase, mas
comprovaram que este procedimento de imobilizacdo de enzimas apresenta algumas
limitagdes, tais como o problema do substrato e do produto na difusdo dentro e fora das
esferas de alginato. Sendo assim, conclui-se que a escolha da metodologia de coimobilizacao

ndo se mostrou aplicdvel para o suporte de alginato de sédio.

5.3 Atividade hidrolitica da lactase imobilizada e coimobilizada por ligacao covalente em

suportes ativados com glutaraldeido 5% (v/v)

Os suportes foram ativados com glutaraldeido e utilizados para imobilizacdo e
coimobiliza¢ao da lactase de acordo com os itens 4.2.5.2, 4.2.6.1, 4.2.6.2 ¢ 4.2.6.3, em pH 7,0
e temperatura ambiente. A tabela 5 mostra os resultados relativos aos pardmetros de
imobilizacdo e coimobilizacdo da lactase em suporte de quitosana. As respostas analisadas
foram: (R) rendimento de imobilizagdo, (Arw.) atividade recuperada e (A,,) atividade
aparente.

Na tabela 5 evidencia-se a compara¢do de diferentes metodologias de imobilizacdo e
coimobilizagdo das enzimas. No processo de imobilizagdo da lactase seguida de
coimobiliza¢do da neutrase apresentou o rendimento mais aproximado quando comparado a
imobilizacdo da lactase (91,30% - 100%). Em relacdo a atividade recuperada, na imobilizacao
da neutrase seguida da imobiliza¢cdo da lactase, mostrou-se com o resultado mais aproximado

ao da enzima imobilizada (29,57% - 22,59%). Nessa mesma coimobilizagdo apresentou



54

também uma atividade de imobilizacao (34,85% - 40,91%) e atividade aparentes (10,30% -
9,24%) quase semelhantes a imobilizagdo. Logo, entre as metodologias analisadas, a que mais
se destacou foi a imobilizacdo da neutrase seguida da lactase, pois apresentou os parametros

similares a enzima imobilizada.

Tabela 5. Pardmetros de imobilizacdo e coimobilizacdo da lactase em suporte de quitosana ativado com
glutaraldeido 5% (v/v) com tampdo fosfato de potdssio 20 mM pH 7,0 adicionado 2mM de MgCl, e 0,1mM de
MnCl,, mantidas sob agitacdo constante por 3 e 6 horas 2 25°C com carga oferecida 20 + 16U c.g”' de suporte,
sendo (R) rendimento de imobilizagdo, (Ar..) atividade recuperada e (A,,) atividade aparente.

R Artrec Aqp
Biocatalisador (%) (%) (ULAC.g'1 suporte)
Imobilizag¢ao 100 22,59 9,24
INSCL* 76,67 29,57 10,30
ILS CN** 91,30 2,86 0,91
I L N S*** 70 76,43 16,21

* Imobilizacdo da neutrase seguida da coimobilizagdo da lactase; ** Imobilizacdo da lactase seguida da
coimobilizacdo da neutrase; *** Imobilizacdo da lactase e neutrase simultaneamente

Na tabela 5, nota-se ainda que o tempo de incubacdo, 3h para a imobiliza¢dao, mostrou-
se suficiente para que toda carga enzimatica oferecida fosse imobilizada, como observado por
Vieira (2009), visto que, a imobilizacdo de enzimas em suportes ativados com glutaraldeido é
extremamente rdpida, devido a alta reatividade desse reagente ativante (ALONSO, 2005).

Observa-se também que a escolha do pH 7,0 para imobiliza¢do e coimobilizacdo da
enzima lactase baseia-se no fato deste ser o que apresenta melhores resultados para a enzima
soluvel como mostrado em Bezerra (2012). Além do que, em pH 7,0 o glutaraldeido e a
enzima formam ligacOes covalentes devido a reatividade do glutaraldeido, explicando-se
assim também a queda da atividade recuperada, relacionando ao procedimento de
imobilizacdo da lactase seguida de neutrase em um tempo total de 6 horas em comparacao as
demais.

A tabela 6 apresenta os resultados relativos aos parametros de imobilizacdo e
coimobilizacdo da lactase em suporte de alginato de s6dio. As respostas analisadas foram: (R)

rendimento de imobiliza¢do, (Atr.) atividade recuperada e (A,p) atividade aparente.
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Tabela 6. Parametros de imobilizacdo e coimobilizagio da lactase em suporte de alginato de sodio ativado com
glutaraldeido 5% (v/v) com tampao borato 20 mM pH 7,0 adicionado 2mM de MgCl, e 0,1mM de MnCl,
mantidas sob agitacdo constante por 3 e 6 horas & 25°C com carga oferecida 20 + 16U ac.g” de suporte, sendo
(R) rendimento de imobilizacdo, (Ar..) atividade recuperada e (A,,) atividade aparente.

R Atrec Aap
Biocatalisador (%) (%) (ULAc.g'1 suporte)
Imobilizagao 0 0 0
INSCL* 0 0 0
ILS CN** 0 0 0
I L N S#** 0 0 0

* Imobilizacdo da neutrase seguida da coimobilizacdo da lactase; ** Imobilizacdo da lactase seguida da
coimobilizacdo da neutrase; *** Imobilizacdo da lactase e neutrase simultaneamente

Pode-se observar na Tabela 6 que mesmo utilizando o tampdo borato de sédio
suplementado com fons Mn”*, Mg®* com pH adequado para a enzima, durante a imobilizacdo
e coimobiliza¢do da lactase em suporte de alginato de sdédio, a atividade enzimética dos
derivados obtidos ndo foram satisfatorios, obtendo resultados nulos para os parametros
estudados, como foi verificado por Bezerra(2012), ou o método de imobilizacdo por ligacao
cruzada nao foi apropriado para imobilizar e coimobilizar a lactase ou a presenga de ions
s6dio podem ter alterado o processo de coimobilizagao.

De acordo com Vieira (2006) as lactases provenientes de leveduras, Kluyveromyces
fragilis, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus, sao fortemente inibidas pela alta
concentragao de célcio presente no leite e por pequenas concentragdes de sodio.

Como foi verificado por Vieira (2009) e Freitas (2013) a presenga de ions sédio
encontrado na estrutura do suporte de alginato, promove um desfavorecimento na atividade
enzimdtica, impedindo a andlise por imobiliza¢cdo utilizando esse derivado. Portanto para se
alcancar bons resultados em um processo de imobilizacdo e coimobilizacdo da enzima, é
importante atentar-se a vdrias caracteristicas a cerca do substrato e produto desejado de
enzima, como também s3o importantes verificar a interagdo entre enzima/suporte, agente
ativador e a metodologia de imobilizacdo e coimobiliza¢do, com isso, possivelmente possa

resultar em melhores respostas.
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5.4 Estabilidade térmica e tempo de meia vida dos derivados obtidos

Com os melhores derivados obtidos foi estudada a influéncia da temperatura de 60°C
na estabilidade das enzimas livres, imobilizadas e coimobilizadas conforme o item 4.2.11.

A estabilidade térmica é uma caracteristica muito importante, pois dependendo do seu
coeficiente de expansdo térmica, o suporte pode sofrer distor¢cao ou destruir o sitio ativo da
enzima sob expansdo ou contracdo, quando submetido a varia¢des de temperatura. De acordo
com Kennedy (1987) os suportes termicamente sensiveis, quando submetidos a variagdes de
temperatura, podem sofrer distor¢des ou modificacdes em sua estrutura, destruindo o sitio
ativo da enzima.

Fatores de estabilidade (FE) foram obtidos como a razdo entre o tempo de meia vida (t
14) dos derivados e o tempo de meia vida da enzima livre nas mesmas condi¢gdes do ensaio. As
tabelas 7, 8 € 9 mostram os resultados referentes aos parametros analisados para as enzimas
livres, imobilizadas e coimobilizadas para os derivados obtidos. As respostas analisadas

foram os fatores de estabilidade (FE) e o tempo de meia vida (t%2) das enzimas.

5.4.1 Estabilidade térmica e tempo de meia vida da neutrase

A tabela 7 mostra a estabilidade térmica a 60 °C da enzima neutrase livre, imobilizada
e coimobilizada ao longo do tempo para os biocatalisadores analisados, mostra também os
valores estimados para as constantes de desativacdo térmica Kd, utilizando o modelo de
desativacdo primeira ordem (BELVER et al.,2002). A Tabela 7 mostra ainda os valores do
tempo de meia vida (t1/2) e do Fator de Estabiliza¢ao (FE).
Tabela 7. Parametros de estabilidade térmica da imobilizagdo e coimobiliza¢do da neutrase em suporte de
quitosana ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com tampdo fosfato de potdassio 20 mM pH 8,0 mantidas sob

agitaciio constante por 3 e 6 horas & 25°C com carga oferecida 221 + 207,5Uygu.g” de suporte, sendo (TV2)
tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizacio a temperatura de 60 °C.

Biocatalisador Kd TV, (H) FE
Livre 0,085 0,14 1
Imobilizado 0,031 0,37 2,64

Coimobilizac¢ao 0,023 0,50 3,57
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A escolha do método de ativac@o e tipo de coimobiliza¢do (imobilizacdo da neutrase
seguida da coimobilizacdo da lactase) dos suportes realizados no experimento da tabela 7
foram satisfatorias, visto que durante o procedimento de coimobilizacdo houve um aumento
significativo tanto no tempo de meia vida (0,37h) como também na estabilidade térmica em
relacio a enzima na forma livre (2,64). Chinelate (2013) em seu trabalho realizou a
imobiliza¢do da neutrase em quitosana ativada com glutaraldeido e percebeu que o processo
de imobilizac¢do favorece o aumento da estabilidade, tempo de meia vida e reduziu o Kd. Para
Adriano (2008), suportes ativados com glutaraldeido promovem ligacdes estdveis entre os
grupos de amina de suportes e residuo de amina de proteinas devido a sua alta reatividade,
promovendo uma melhor estabilidade enzimética. E de acordo com Schebor et al., (1997) a
estabilidade térmica das enzimas € importante para definir condi¢des precisas durante suas
aplicagdes em biotecnologia e processamento de alimentos.

A imobilizacdo pode atribuir uma estabilidade adicional para uma variedade de
enzimas, sendo que essa estabilidade € influenciada pelo nimero de ligacdes que sdo
formadas entre a enzima e o suporte, a natureza das ligacdes (covalentes, ndo-covalentes), o
grau de aprisionamento das moléculas de enzima ao suporte nas condi¢des de imobilizacao
(DANISMAN et al., 2004; CAO, 2005). A metodologia de coimobilizacdo utilizada foi por
ligacdo covalente a qual influenciou positivamente na estabilizagdo do biocatalisador. Para
Berger et al., (2004) e Mendes et al., (2011) a imobilizag¢ao por ligacdo covalente que ocorre
entre os grupos amino do polimero (suporte de quitosana) e aldeido terminal do glutaraldeido
¢ irreversivel e resiste a valores extremos de pH e temperatura e consequentemente
melhorando a estabilidade da enzima para sua aplicacio em processos biotecnolégicos
industriais.

A figura 14 mostra a representacdo gréafica da andlise da estabilidade térmica da
enzima neutrase livre, imobilizada e coimobilizada. No gréfico é possivel observar que a
temperatura influencia consideravelmente na estabilidade da enzima e que para ter um bom
desempenho em sua estabilidade faz-se necessario conhecer qual a temperatura adequada para
cada enzima. A temperatura de 60°C a neutrase observa-se que a enzima em sua forma livre
possui menor resisténcia a essa temperatura quando comparada a forma imobilizada e
coimobilizada o que mostra que a técnica utilizada para os experimentos de imobilizacdo e

coimobilizagdo contribuiram para o melhoramento da estabilidade dos biocatalisadores.
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Figura 14: Representagdo grifica da estabilidade térmica da neutrase livre, imobilizada e coimobilizada em
suporte de quitosana ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 221 + 207,5Uygr.g "' de suporte
em pH 8,0 e temperatura de 60°C , (m) neutrase livre; (®) neutrase imobilizada e (A ) neutrase coimobilizada.

A tabela 8 mostra a estabilidade térmica a 60 °C da enzima neutrase livre, imobilizada
e coimobilizada ao longo do tempo para os biocatalisadores analisados, mostra também os
valores estimados para as constantes de desativacdo térmica Kd, utilizando o modelo de
desativacdo primeira ordem (BELVER et al.,2002). A Tabela 8 mostra ainda os valores do
tempo de meia vida (t%2) e do Fator de Estabilizacdo (FE).

Tabela 8. Parametros de estabilidade térmica de imobilizacdo e coimobilizagdo da neutrase em suporte de
alginato de sédio ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com tampao fosfato de potdssio 20 mM pH 8,0 mantidas
sob agitagdo constante por 3 e 6 horas & 25°C com carga oferecida 221 # 207,5Uygy.g” de suporte sendo (TV2)
tempo de meia-vida e (FE) fator de estabilizacio a temperatura de 60 °C.

Biocatalisador Kd TV, (H) FE
Livre 0,085 0,14 1
Imobilizado 0,028 0,41 2,93
Coimobilizacdo - - -

Como pode ser verificado na tabela 6 mesmo com a adi¢do dos ions 2mM de MgCl, e
0,1mM de MnCl, ndo foi possivel calcular o tempo de meia vida nem o fator de estabilidade
do derivado durante o processo de coimobilizacdo, visto que com a metodologia utilizada nao
foi possivel obter atividade enzimatica durante a coimobilizagdo das enzimas em suportes de

alginato de sddio.
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Embora da grande heterogeneidade de métodos desenvolvidos e aplicados na
imobilizacdo de enzimas, ndo hd um método exclusivo aplicdvel para todas. Isto se deve as
diferentes caracteristicas e composicdo quimica das enzimas, diferentes propriedades do
substrato e do produto e a finalidade de aplicacdo para o produto obtido. Sendo assim, para
cada aplicacdo de enzima imobilizada € necessario escolher o procedimento mais simples e
mais barato, que resulte numa imobilizacdo com boa retencio de atividade e alta estabilidade

operacional (BASSETTI, 1995).
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Figura 15: Representacdo grafica da estabilidade térmica da neutrase livre, imobilizada e coimobilizada em
suporte de quitosana ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 221 + 207,5Uygu.g "'de
suporte em pH 8,0 e temperatura de 60°C, (m) neutrase livre e (®) neutrase imobilizada.

A figura 15 mostra a representacdo grafica da analise da estabilidade térmica da
enzima neutrase livre e imobilizada e ndo foi possivel a coimobilizagdo em suporte de
alginato de sodio. A temperatura de 60°C observa-se que a enzima em sua forma livre em 5
minutos de reacdo houve uma queda brusca na sua atividade relativa, j4 em sua forma

imobilizada a enzima apresentou uma melhor resisténcia térmica.

5.4.2 Estabilidade Térmica e tempo de meia vida da lactase

A tabela 9 mostra a estabilidade térmica a 60 °C da enzima lactase livre, imobilizada e

coimobilizada ao longo do tempo para os biocatalisadores analisados, mostra também os
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valores estimados para as constantes de desativacdo térmica Kd, utilizando o modelo de
desativacdo primeira ordem (BELVER et al.,2002). A Tabela 9 mostra ainda os valores do
tempo de meia vida (t1/2) e do Fator de Estabilizacao (FE).

Tabela 9. Parametros de imobilizag¢do e coimobilizacido da lactase em suporte de quitosana com tampao fosfato
de potdssio 20 mM pH 7,0 adicionado 2mM de MgCl, e 0,ImM de MnCl, mantidas sob agitacdo constante por 3

e 6 horas a 25°C com carga oferecida 20 + 16ULAC.g" de suporte sendo (T%2) tempo de meia-vida e (FE) fator de
estabilizac@o a temperatura de 60 °C.

Biocatalisador Kd TY2(H) FE
Livre 0,011 0,02 1
Imobilizado 0,005 0,04 2
Coimobilizacao 0,004 0,05 2,5

O tempo de meia vida e o fator de estabilidade sdo parametros essenciais para
determinar o bom desempenho do biocatalisador e esses parametros enzimaticos podem ser
melhorados dramaticamente se uma técnica adequada de imobilizacdo e coimobilizagdo forem
empregadas corretamente.

Os resultados apresentados na tabela 9 indicam que o tratamento dos derivados com
glutaraldeido foi eficaz na manutengdo e aumento da estabilidade da enzima coimobilizada
quando comparada a sua forma livre (2,5 — 1,0) e que os resultados obtidos de imobilizacao
estdo de acordo com os trabalhos de Oosterom (1998), Letca (2004) e Haider e Husain (2007),
que analisaram em seus trabalhos uma maior estabilidade da enzima imobilizada em relagdo a
sua forma livre quando utilizaram o processo de ligacdo cruzada entre as moléculas da enzima
com glutaraldeido. Freitas (2013) estudou a estabilidade térmica da Kluyveromyces lactis a
60°C da enzima soluvel e imobilizada ao longo do tempo para os biocatalisadores analisados a
enzima imobilizada apresenta uma maior estabilidade térmica e melhor tempo de meia vida
que a enzima livre.

Pode-se ainda observar que houve um aumento no tempo de meia vida da enzima
coimobilizada quando comparada a enzima livre (0,05h - 0,01h). Para Lima e Bezerra (2012)
o tempo de meia vida da enzima imobilizada € um importante parametro, pois permite que o
derivado mantenha sua atividade por um longo periodo de tempo quando aplicados em

reatores continuos e descontinuos utilizados nos processos industriais.
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Figura 16: Representacdo grdfica da estabilidade térmica da lactase livre, imobilizada e coimobilizada em
suporte de quitosana ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 20 + 16U sc.g” de suporte
(60°C e pH 7,0 adicionado 2mM de MgCl, e 0,1mM de MnCl, ), (m) lactase livre; (®) lactase imobilizada; (A)
lactase coimobilizada.

A figura 16 mostra a representacdo grafica da estabilidade térmica da lactase livre,
imobilizada e coimobilizada em suporte de quitosana ativados com glutaraldeido 5% (v/v).
Através da andlise pode-se perceber que a lactase em sua forma livre apresenta uma menor
estabilidade e em aproximadamente 150 segundos ocorre a sua desnaturagdo com atividade
relativa de (0,0) quando comparada a lactase imobilizada e coimobilizada as quais ainda

apresentam atividade relativa respectivamente de (0,4 e 0,5).

5.5 Grau de hidrolise da neutrase

Defini-se grau de hidrdlise a porcentagem do numero total de ligacdes peptidicas
em uma proteina que foi rompida durante o processo de hidrolise, levando-se em
consideragdo a especificidade da enzima empregada e a quantidade de residuos que apresenta
substrato para esta enzima (ADLER-NISSEN, 1986).

O acompanhamento da adi¢do de base ou acido ao longo da reacdo de hidrolise
mantendo-se 0 mesmo pH € a técnica utilizada pelo método do pHstato para, assim, em

seguida se calcular o grau de hidrolise (ADLER-NISSEN, 1986). Desta forma, utilizando de
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equipamentos para quantificacdo no método pHstato, como os titulados automaticos, os quais
fornecem o volume de base ou 4cido consumido ao longo do tempo e consequentemente,
pode-se ter a evolucdo da hidrolise, por meio do grau de hidrolise, no tempo. (PRETTO,
2012). Existem trabalhos quantitativos de hidrélise de proteinas que destaca a necessidade de
ter uma medida de extensdo da degradacdo hidrolitica, pois uma grandeza que traduz bem a
acdo catalitica de uma protease € o nimero de ligagdes peptidicas irrompidas durante a
reacao.

Uma das primeiras aplicacdes do numero de ligacdes peptidicas rompidas como
medida de eficiéncia do grau de hidrolise e foi citada por Calvery, 1933. Desde entdo, esta
técnica tem se tornado padrio para muitos trabalhos sobre hidrolise de proteinas.

Muitos autores tem mostrado que a extensao na qual as propriedades funcionais de
uma proteina podem ser alteradas por hidrolise é muito dependente do grau de hidrolise na
qual as proteinas foram submetidas. A partir do conhecimento da especificidade das proteases
e da sequéncia primaria de proteina pura utilizadas € possivel chegar a valores tedricos para o
grau maximo de hidrolise com essas enzimas (GALVAO, 2004).

Diversos métodos podem ser aplicados para estimar o grau de hidrolise de uma
reacdo. A quantificagcdo pode ser realizada determinando-se o teor de nitrogénio liberado
durante a hidrolise; determinando-se os grupos aminos livres liberados durante a hidrolise, ou,
através o método pHstato, no qual os prétons liberados durante o processo hidrolitico sdo
titulados e, entdo, relacionados ao grau de hidrolise (GALVAO, 2004).

O principio da técnica do pHstato basea-se no fato de que a hidrolise €
desenvolvida em pH neutro ou alcalino, na qual ocorre a dissociacdo de prétons de grupos
aminos (GALVAO, 2004). A liberacio de prétons conduz a redugio do pH do meio, assim, o
numero de ligagdes peptidicas clivadas pode ser estimado pela quantidade de base requerida
para manter o pH constante durante a reacdo (AILER-NISSEN, 1986).

Com o objetivo de quantificar as reacOes através da hidrdlise, com o melhor

derivado obtido calculou-se o grau de hidrélise em funcio do tempo da enzima neutrase.
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Figura 17: Perfil do grau de hidrdlise da neutrase livre, imobilizada e coimobilizada em suporte de quitosana
ativado com glutaraldeido 5% (v/v), com substrato caseina 4% (m/v), com carga oferecida de 221 =+
207,5Uxpu.g " de suporte, pH 8,0 e temperatura de 50°C, (m) neutrase livre; (@) neutrase imobilizada ¢ (A)
neutrase coimobilizada.

Os resultados dos ensaios realizados para se verificar o grau de hidrélise da
neutrase livre, imobilizada e coimobilizada estio mostradas na figura 17. Como pode-se
observar, ao longo de 80 minutos de hidrdlise e a temperatura de 50°C, conforme se aumenta
o tempo de reacdo, aumenta-se o grau de hidrdlise reacional da neutrase, como também
percebe-se que hd um periodo de tempo em que a enzima comecard a sofrer processo de
inativagao.

Em andlise da figura 17, nota-se que até em aproximadamente 40 minutos a
neutrase livre obteve o seu méaximo valor de grau de hidrélise (16%) e que a partir deste
instante, a essa temperatura, observa-se que a enzima passa a sofrer inativacdo térmica, sendo
que apds 60 minutos de reacdo de hidrélise, seu desempenho passa também, pior do que
ocorre na reacao quando realizada com a enzima imobilizada.

Pode-se observar ainda na figura 17, que em 10 minutos de reacdo a neutrase
imobilizada e coimobilizada atingiram o mesmo grau de hidrélise. Quando imobilizada a
enzima atingiu seu maximo grau de hidrélise (20%) em 80 minutos de reacdo e que durante
esse periodo de tempo o grau de hidrdlise cresceu gradativamente. J4 a enzima coimobilizada
atingiu seu maximo grau de hidrolise (12,3%) em 70 minutos de reacdo e que apds esse

periodo a enzima passa a sofrer o processo de inativa¢ao térmica.
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Figura 18: Perfil comparativo do grau de hidrélise da neutrase coimobilizada em suporte de quitosana ativado
com glutaraldeido 5% (v/v), com carga oferecida de 221 + 207,5Uxgu.g "' de suporte, pH 8,0 e temperatura de
50°C com substrato caseina 4% (m/v) (@) e substrato solugdo de caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v) (A).

A figura 18 mostra o perfil comparativo do grau de hidrélise da neutrase
coimobilizada em quitosana, tendo como substrato caseina 4% (m/v) e uma solu¢do contendo
caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v). Percebe-se que em 20 minutos de reagdo ambos o0s
substratos atingiram o mesmo grau de hidrélise aproximadamente (6%), o substrato contendo
somente caseina atingiu seu maximo grau de hidrolise (12%) em um periodo de tempo de 70
minutos de reacdo, ja a hidrdlise realizada com solucdo de caseina 4% (m/v) e lactose 5%
(m/v) obteve seu grau de hidrolise crescente mesmo apds 80 minutos de reacdo. Isso indica
que a solucdo contendo caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v) atingiu um melhor grau de

hidrdlise para a neutrase quando coimobilizada com a lactase.

5.6 Concentracao de Glicose

Os resultados dos ensaios realizados para se medir a concentracao de glicose na reacao

catalisada pela lactase, imobilizada e coimobilizada estdo mostradas na figura 19.
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Figura 19: Perfil da concentragdo de glicose da lactase livre, imobilizada e coimobilizada em suporte de
quitosana ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 20 = 16U xc.g” de suporte, pH 7,0 e
temperatura 37°C adicionado 2mM de MgCl, e 0,ImM de MnCl, ), (m) lactase livre; (@) lactase imobilizada;
(A) lactase coimobilizada.

Na figura 19 observa-se que entre 0 a 17 minutos a lactase imobilizada e
coimobilizada atingiram aproximadamente a mesma concentracdo de glicose como pode ser
verificado na figura acima. Observa-se também que durante 30 minutos de reagdo houve
aumento da concentracdo de glicose tanto para a lactase livre, imobilizada e coimobilizada e
que a concentracio de glicose da enzima livre foi superior a imobilizada e coimobilizada.

A figura 20 mostra o perfil comparativo da concentragdo de glicose da lactase
coimobilizada em suporte de quitosana, tendo como substrato caseina 4% (m/v) e uma
solu¢do contendo caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v). Percebe-se que a concentracdo de
glicose comportou-se de forma crescente com o aumento do tempo nos experimentos
realizados. A figura mostra também que quando a reacdo foi realizada com solucdo do
substrato contendo caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v) a concentracdo de glicose foi
influenciada de forma significativa atingindo no periodo de 30 minutos uma concentragdo de
aproximadamente (7,3g/L de glicose), jd4 o substrato contendo somente caseina atingiu sua
mdxima concentragdo de glicose aproximadamente (14g/L)) em 30 minutos. Isso indica que a
solu¢do do substrato quando composta por caseina 4% (m/v) e lactose 5% (m/v) ocorrerd uma

influencia significativa na concentracdo de glicose das reacoes.
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Figura 20: Perfil comparativo da concentracdo de glicose da lactase coimobilizada em suporte de quitosana
ativados com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 20 + 16U c.g”" de suporte a temperatura de 37°C e
pH 7,0 adicionado 2mM de MgCl, e 0,1mM de MnCl, , com substrato (e) lactose 5% (m/v) e (A ) solugdo de
lactose 5% + caseina 4% (m/v).

5.7 Estabilidade operacional

Objetivando a aplicacdo dos biocatalizadores em reatores de sistemas em continuidade
de maior interesse para utilizacdo na industria, realizaram-se testes de estabilidade
operacional por meio de seguidas bateladas para testes de reutilizacdo dos biocatalizadores
coimobilizados. Desta forma, a nivel industrial, promove-se uma grande economia, pois a
enzima em sua forma solivel é de grande custo para a industria.

No desenvolvimento de processos com enzimas imobilizadas, um parametro
fundamental € a apresentacdo da estabilidade operacional. Se a enzima imobilizada for capaz
de reter consideravel atividade enzimatica apds vérios ciclos de uso, entdo os processos com
enzimas imobilizadas podem ser mais econOmicos que 0s processos com a enzima livre.
Dessa forma, haveria uma reducdo no custo operacional dos processos sucedido do menor

consumo de enzima, além de compensar as despesas adicionais com os experimentos de

imobilizacdo (ZANIN e MORAES, 2004).
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A viabilidade da reutilizacdo das enzimas coimobilizadas foram analisadas durante
uma sequéncia de cinco bateladas, utilizando-se o derivado de quitosana ativado por

glutaraldeido. Os resultados s@o mostrados nas figuras 21 e 22.
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Figura 21: Perfil da estabilidade operacional em cinco ciclos consecutivos da neutrase coimobilizada em suporte
de quitosana ativado com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 110 * 103,7Uygu.g" de suporte
coimobilizado, pH 8,0, temperatura de 50°C e tempo reacional de 80 minutos. Massa do derivado: 0,5g.

Analisando-se os dados da figura acima, pode-se verificar que durante o experimento
houve uma diminuicio no percentual do grau de hidrélise miximo em cada batelada
realizada. Nota-se que quando se compara a primeira batelada com a segunda houve uma
queda no percentual do grau de hidrélise de (7,7%), e quando comparada a primeira e a quinta
batelada ocorreu uma queda de aproximadamente (46%) no grau maximo de hidrdlise. Vieira
(2009) em seu trabalho sobre a imobiliza¢do da lactase em suporte de quitosana ativado com
glutaraldeido estudou a estabilidade da enzima imobilizada em seu quarto ciclo de estudo
obteve uma reducdo de 17% na atividade enzimatica.

Na figura 21 nota-se também que a neutrase se comportou de maneira instavel, pois
quanto maior a estabilidade térmica da enzima solivel, mais vantajosa sua imobilizacdo e

reutilizacdo. Sendo assim, € possivel perceber que a hidrdlise realizada nesse método de
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coimobilizagdo requer ainda muitos estudos para otimizacdo do uso delas, mas os resultados

aqui mostrados s@o promissores e justificam continuidade dos estudos nessa dire¢ao.
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Figura 22: Perfil da estabilidade operacional em cinco ciclos consecutivos da lactase coimobilizada em suporte
de quitosana ativado com glutaraldeido 5% (v/v) com carga oferecida de 10 * 8Upsc.g” de suporte
coimobilizado, pH 7,0 e temperatura de 37°C e tempo reacional 80 minutos.

Na figura 22, observa que houve um excelente desempenho no experimento, pois nas
bateladas repetidas observa-se que a enzima coimobilizada continua ativa e produzindo
glicose mesmo apds sua reutilizacio.

Quanto aos perfis apresentados na figura acima para a obtencdo da concentracdo de
glicose nas cinco bateladas seguidas, € possivel verificar a eficdcia do método experimental
utilizado, visto que ao final do quinto ciclo de reutilizacdo em bateladas foi obtido uma perda
de aproximadamente (16,4%) da concentracdo de glicose presente. Vieira (2009) utilizando
um derivado de quitosana ativada com glutaraldeido, em sua pesquisa, foi obtido uma perda
de 17% ao final do quarto ciclo de reutilizagdo em batelada o que acarretou numa boa
estabilidade operacional da enzima lactase. Chinelate (2013) em seu estudo sobre a
imobilizacdo da neutrase em suporte de quitosana ativados com glutaraldeido realizou seu
experimento sobre a estabilidade operacional em dez ciclos consecutivos € no quinto ciclo a

atividade relativa apresentou uma queda de 25%.
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Esses resultados, portanto, indicam ser bastante promissor para o uso de enzimas
coimobilizadas para reducdo de custos com catalisador, e que evidentemente, a viabilidade

econdmica s6 podera ser definida ap6s estudos de otimizacao dos processos de imobilizagao.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo foram aplicadas metodologias para imobilizacdo e coimobiliza¢do da
neutrase e lactase em diferentes suportes organicos de baixo custo disponiveis na regido
Nordeste do Brasil. Tais como quitosana e alginato de s6dio ativados com o reagente quimico
glutaraldeido. Estudaram-se os melhores derivados, sendo os resultados obtidos bem
satisfatorios, como os citados a seguir.

Os resultados para os derivados formados a partir da quitosana foram satisfatorios
obtendo um rendimento de coimobiliza¢do para a neutrase (76,53%) isso indica que o método
de coimobiliza¢do utilizado foi eficaz para o experimento. Para a lactase obteve-se um
rendimento de coimobilizacdo de (91,30%) o método também foi satisfatdrio, isso indica que
a suplementacio de fons bivalentes Mg”* e Mn>* durante todas as etapas de imobilizacdo e
coimobilizagdo, foi importante para manter a enzima ativa, sendo, pois importantes co-fatores
da lactase.

Suportes de alginato de sédio ndo apresentaram boa adequagdo para imobilizacdo e
coimobilizagao obtendo-se rendimentos nulos, possivelmente o método de imobilizagao e
coimobiliza¢do ndo foi eficientes para ambas as enzimas. Portanto, para cada aplicacdo de
uma enzima imobilizada e coimobilizada em biocatdlises € necessdrio escolher o
procedimento mais adequado, mais barato e mais sustentavel e que resulte em um derivado
com boa retencao de atividade e alta estabilidade operacional, assim, a busca por melhor
desempenho catalitico e operacional continua.

Houve um aumento na estabilidade térmica a 60°C e tempo de meia vida dos
derivados de quitosana houve aumento tanto para a neutrase quanto para lactase. Na
comparacdo do grau de hidrélise entre a neutrase livre, imobilizada e coimobilizada obteve-se
um melhor desempenho da enzima imobilizada (20%) em 80 minutos de rea¢do. Quando se
comparou a conversido de glicose com lactase livre, imobilizada e coimobilizada a melhor
resultado foi a lactase livre (15g/L) em 30 minutos de reacgao.

A estabilidade operacional da neutrase com suporte de quitosana ativada com
glutaraldeido realizada em cinco ciclos consecutivos mostrou que uma perda de (46%) no
grau maximo de hidrélise, possivelmente pelo fato de estar ocorrendo limitacdes difusionais
ou ocorréncia de possiveis alteracdes conformacionais na estrutura da proteina durante o
processo de coimobilizacdo. Enquanto a estabilidade operacional da lactase no mesmo

suporte, em seu quinto ciclo de reutilizagdo em bateladas foi obtido perda de (16,4%) na
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concentragdo de glicose, esse resultado evidencia que o processo de coimobilizacdo acarretou
boa estabilidade operacional a enzima lactase.

Dessa forma, de acordo com os resultados obtidos nesse estudo, os derivados obtidos
podem ser empregados para fins alimenticios na hidrélise da lactose e caseina presente no
leite ou soro, pois a imobilizacdo e coimobilizagdo torna-se uma importante estratégia para
estabilizar a enzima e outra vantagem pertinente € a facil purificacdo do produto formado,
pois a enzima estd insolubilizada permitindo facil separacdo e reutilizacdo como também,

futuras aplicagdes industriais.
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ANEXO A: Grau de hidrélise em 5 bateladas
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Figura 20: Perfil da estabilidade operacional em cinco ciclos consecutivos da neutrase
coimobilizada em suporte de quitosana ativado com glutaraldeido 5% (v/v) com carga
oferecida de 33OUNEU.g'1 de suporte coimobilizado, pH 8,0, temperatura de 50°C e tempo
reacional de 80 minutos. Massa do derivado: 0,5g. (m) 1* batelada, (e) 2* batelada, (A) 3?
batelada, (V) 4* batelada e (¢) 5 batelada.
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ANEXO B: Concentracao de glicose em 5 bateladas

Concentrag:0 de Glicose (g/L )
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Figura 21: Perfil da estabilidade operacional em cinco ciclos consecutivos da lactase
coimobilizada em suporte de quitosana ativado com glutaraldeido 5% (v/v) com carga
oferecida de 500Upac/g de suporte coimobilizado, pH 7,0 e temperatura de 37°C e tempo
reacional 80 minutos. (m) 1? batelada, (¢) 2° batelada, ( A) 3% batelada, (V) 4* batelada e ()
5% batelada.
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