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SINTESE DE GALACTO-OLIGOSSACARIDEOS A PARTIR DE SORO DE LEITE EM
DIFERENTES TIPOS DE REATORES COM A ENZIMA B-GALACTOSIDASE

RESUMO
A imobilizacdo de enzimas € uma metodologia relativamente simples e oferece muitas
vantagens, por exemplo: a reutilizacao eficiente da enzima, uma operacao continua, maior
estabilidade térmica e operacional. As B-galactosidases pertencem ao grupo de enzimas
gue tém despertado crescente interesse por parte da industria de alimentos, devido a sua
capacidade de hidrolisar a lactose e de produzir galacto-oligossacarideos (GOS). Os GOS
sdo considerados prebidticos, pois sdo usados de forma seletiva por bactérias
consideradas benéficas (probidticos) em detrimento das bactérias patogénicas, com
diversos beneficios a saude. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a sintese
de GOS utilizando B-galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em suportes a
base de silica macroporosa e soro de leite como substrato para a sintese. Inicialmente foi
preparado um suporte pela silanizagdo de silica macroporosa, ativada com GPTMS. A
imobilizacdo da B-galactosidase foi realizada incubando-se, durante 48 h, uma solucéo
enzimatica com o suporte obtido. A atividade enzimética da B-galactosidase solavel e
imobilizada foi determinada como uma funcéo do pH (6,0; 6,5; 7,0 e 7,5) e da temperatura
(30, 35, 40, 45 e 50 °C) e, em seguida, foram obtidas as condi¢des para a atividade maxima.
Visando aumentar a estabilidade térmica da enzima, foi estudada a reacao de reticulacao
pés-imobilizacdo com diferentes concentra¢des de glutaraldeido (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0
%). Foi estudada a estabilidade térmica da enzima e determinadas a as melhores
condi¢cbes para realizar reacdes em longos periodos (20 h). Esses experimentos foram
realizados em reator batelada, e a atividade determinada pelo método das velocidades
iniciais. A sintese de GOS foi estudada com a enzima imobilizada em diferentes tampdes
(acetato, fosfato e uma formulacdo especial), temperatura (40, 45 e 50 °C), concentracéo
inicial de lactose no soro de leite (30, 40 e 50 % (m/v)) e tipo de reator (batelada, batelada
alimentada e continuo) e, posteriormente analisada por cromatografia liquida de alta
eficiéncia, para quantificacdo dos agucares. A concentracdo inicial de lactose no meio
reacional e o tipo do reator foi 0 par@metro que mais influenciou na sintese de GOS, sendo
que a concentracdo maxima de GOS obtida foi de 355,79 g L** com rendimento de 67,44
%, no reator continuo. A partir destes resultados, pode-se concluir que a B-galactosidase
de Kluyveromyces lactis imobilizada em silica macroporosa apresentou bom rendimento
na sintese de GOS a partir do soro de leite. Esse produto enriquecido com GOS pode ser

usado em bebidas lacteas, iogurtes e leite em pé infantil.
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SYNTHESIS OF GALACTO-OLIGOSACCHARIDES FROM WHEY IN DIFFERENT
TYPES OF REACTORS BY THE B-GALACTOSIDASE ENZYME

ABSTRACT

Enzyme immobilization is a relatively simple methodology and offers many advantages, for
example: efficient reuse of the enzyme, continuous operation, increased thermal and
operational stability. B-galactosidases belong to the group of enzymes that have
arousedstimulated growing interest in the food industry due to their ability to hydrolyze
lactose and produce galacto-oligosaccharides (GOS). GOS are considered prebiotics
because they are selectively used by bacteria considered beneficial (probiotics) to the
detriment of pathogenic bacteria, with several health benefits. Thus, study the synthesis of
GOS using Kluyveromyces lactis B-galactosidase immobilized on supports based on
macroporous silica and whey as a substrate for the synthesis. Initially, a support was
prepared by the silanization of macroporous silica, activated with GPTMS. Immobilization
of B-galactosidase was performed by incubating for 48h an enzyme solution with the support
obtained. The enzymatic activity of soluble and immobilized B-galactosidase was
determined as a function of pH (6.0, 6.5, 7.0 and 7.5), temperature (30, 35, 40, 45 and 50
°C) and then the conditions for maximum activity were obtained. For increasing the thermal
stability of the immobilized enzyme, post-immobilization crosslinking with different
concentrations of glutaraldehyde (0.1, 0.5, 1.0, 1.5 and 2.0 %) was studied. The thermal
stability of the enzyme was determined to seek for the best conditions to carry out reactions
in long runs (20 h). These experiments were performed in a batch reactor, and the activity
determined by the initial velocity method. GOS synthesis was studied with the enzyme
immobilized in different conditions: buffers (acetate, phosphate and a unique formulation),
temperature (40, 45 and 50 °C), initial lactose concentration in the whey (30, 40 and 50 %
(m/v)) and type of reactor (batch, fed-batch and continuous) and then analyzed by high
performance liquid chromatography for quantification of sugars. The initial concentration of
lactose in the reaction medium and the type of reactor was the parameter that most
influenced GOS synthesis, and the maximum concentration of GOS obtained was 355.79
g L with a yield of 67.44 % in the continuous reactor. From these results, it can be
concluded that the B-galactosidase of Kluyveromyces lactis immobilized on macroporous
silica gave a good yield in the synthesis of GOS from the whey. This product enriched with
GOS can be used in dairy drinks, yogurts and infant milk powder.

Keywords: Galacto-oligosaccharides, B-galactosidase, Enzymatic Immobilization, Whey,

macroporous silica, Batch, CSTR, Feed-batch, Transgalactosylation.
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1. CAPITULO | - INTRODUGCAO

O leite € um fluido composto por 4gua, minerais em forma de solucdo ibnica,
lactose, albumina, caseina, fosfatos e gordura, constituindo uma emulséo, de forma que a
gordura e a 4gua estao estabilizadas por uma dispersao de proteinas em uma solugéo de
sais, vitaminas, peptideos e outros componentes menores. (VUORISALO et al., 2012).

O leite ndo é apenas um componente basico da nutricAo humana, mas também a
matéria-prima para um nimero cada vez maior de produtos lacteos. E também uma rica
fonte de valiosos compostos que sdo usados principalmente em alimentos, mas também
em aplicacdes nao alimentares (ILLANES et al., 2016).

O soro do leite é um subproduto resultante da fabricagdo de queijos pela
fermentacdo do leite através de acdo bacteriana ou ainda pela acdo de agentes
coagulantes. Na producéo de queijos, a obtencéo de soro de leite pode chegar de 80 % a
90 % do volume de leite utilizado (PEREIRA, 2012). Mais da metade dos sélidos presentes
no leite sdo constituintes do soro, incluindo grande parte da lactose, proteinas do soro, sais
minerais e vitaminas sollveis (ATRA et al., 2005), o que torna este subproduto grande fonte
de nutrientes.

Entretanto, de acordo com Lule et al. (2016), cerca de 70 % da populagdo mundial
adulta apresenta intolerancia a lactose. Esta € causada pela deficiéncia da enzima -
galactosidase em humanos podendo levar a um desconforto gastrointestinal ao consumir
produtos que contém lactose, com isso, produtos lacteos tém sido evitados na dieta de
muitos. Para atender as necessidades dos consumidores que apresentam essa condi¢éo
de intolerancia, aliado a importancia do valor nutricional dos produtos lacteos, fomentou-
se a fabricacdo de produtos sem lactose ou com baixo teor de lactose (RONG et al., 2011,
BAILEY et al., 2013; TROISE et al., 2016).

A enzima B-galactosidase, comumente denominada de lactase, é amplamente
utiizada na hidrélise da lactose em seus monossacarideos constituintes, glicose e
galactose. A atividade hidrolitica dessa enzima é aplicada na industria de alimentos, para
reduzir o teor de lactose dos produtos lacteos e para melhorar as caracteristicas sensoriais
dos produtos, como docgura, sabor e solubilidade. Também pode ser aplicada no
processamento de produtos utilizados por individuos intolerantes a lactose (ANSARI e
HUSAIN, 2012; SILVERIO et al., 2018).

Enzimas sdo moléculas presentes nos organismos vivos com funcdo de catalisar
as reacdes bioldgicas (NELSON e COX, 2013). Diante de sua versatilidade, especificidade
e eficiéncia nesses processos, observou-se a possibilidade de aplica-las em producées
industriais como alternativa a catalise quimica (CHOI et al., 2015). Somente em 2016, o

mercado global de enzimas de natureza proteica atingiu mais de US$ 5 bilhdes (GLOBAL



MARKET INSIGHTS, 2017). Analistas preveem que esse setor continue em crescimento
nos préximos anos, atingindo um valor global de US$ 6,3 bilhdes até 2021 (DEWAN, 2017).
Estima-se que 70 % desse mercado seja dominado somente por enzimas denominadas de
carboidrases e proteases (GLOBAL MARKET INSIGHTS, 2017).

Para uma ampla aplicacdo, a possibilidade de reuso das enzimas se torna
mandatorio, por restricbes econdmicas relacionadas ao seu processo de obtengédo (DATTA
et al., 2013). A dificuldade em se recuperar a enzima do meio reacional ao final da catalise,
aliada a instabilidade e frequente inadequabilidade para uso em determinados solventes
e/ou condic;6es de pH, temperatura e exposicdo a agentes desnaturantes podem ser
superadas por meio da imobilizacdo (MENDES et al., 2011).

Além de realizar a hidrolise de produtos lacteos, as B-galactosidases podem
catalisar reacdes de transgalactosilagdo, através da transferéncia de uma unidade de
galactose para outro carboidrato. Essa reacdo é aplicada na sintese de prebioticos, como
os galacto-oligossacarideos (GOS). Os principais microrganismos que sintetizam os GOS
sdo do género Aspergillus ou Kluyveromyces (OTIENO, 2010; TORRES et al., 2010;
FISCHER e KLEINSCHMIDT, 2018).

Os prebidticos sdo compostos alimentares ndo digeriveis que possuem ag¢do no
intestino, estimulando o crescimento ou a atividade de bactérias benéficas do sistema
digestivo. Esses compostos podem ser utilizados em uma ampla variedade de produtos
alimenticios, como produtos de panificacdo, adogcantes e iogurtes. Os GOS estimulam o
crescimento de bactérias intestinais benéficas, aumentando seletivamente a microflora do
intestino. Os prebidticos atuam como fonte de energia e de crescimento de bifidobactérias
e lactobacilos, fornecendo resisténcia contra a colonizacao de patdégenos e reduzindo as
infeccBes intestinais exdgenas e endodgenas. Os GOS sdo componentes ideais para
formular produtos saudaveis direcionados a grupos especificos, como bebés, criancas e
idosos (OTIENO, 2010; SANGWAN et al., 2011; CHEN e GANZLE, 2017).

Os produtos lacteos contendo lactose sdo os principais substratos utilizados para a
sintese de GOS a partir da hidrélise enzimatica (FISCHER e KLEINSCHMIDT, 2018;
OTIENO, 2010). O uso de residuos agroindustriais, como substratos de baixo custo, pode
resultar em beneficios ambientais e econdmicos. Esses substratos contém quantidades
expressivas de compostos organicos que podem ser utilizados substituindo fontes de
carbono, nitrogénio e micronutrientes.

Os galacto-oligossacarideos (GOS) podem ser produzidos a partir da lactose, por
meio de uma reacdo enzimatica com o uso da B-galactosidase, conhecida como
transgalactosilacdo (CHEN et al., 2002). Os produtos (aclUcares) obtidos desta reacdo sédo

os galacto-oligossacarideos, glicose e galactose (ALMEIDA e PASTORE, 2004), podendo-



se conseguir, dessa forma, a obtencéo de produtos de alto valor agregado a partir do soro
de leite ou outro substrato que contenha a lactose.

A sintese quimica de GOS também é possivel, mas requer muitas etapas de reacao
devido a necessaria protecdo seletiva dos grupos hidroxila, o que ndo é o caso da sintese
enzimatica. Além disso, o impacto ambiental dos reagentes tdxicos seria muito maior com
a sintese enzimatica (HANSSON et al., 2001). Portanto, 0 processo enzimatico é mais
viavel, mais ambientalmente Util e menos dispendioso do que o processo quimico.

Diversos autores estudaram a correlacdo na transgalactosilacdo entre a
concentracao inicial de lactose e a fonte da enzima. Poucos trabalhos apresentam uma
sintese de GOS com mais de 40 % de rendimento (TOMAL et al., 2010). A maioria das
sinteses apresenta producdo de GOS entre 20 e 25 %.

Sendo assim, torna-se importante realizar o estudo que possibilite a reacdo de
producdo de GOS, mantendo a concentragdo de lactose controlada durante a reagéo.
Outra importante ferramenta utilizada neste trabalho sera a imobilizagdo covalente da
enzima B-galactosidase em silica macroporosa. Esta forma de utilizacdo de enzimas pode
ser atrativa para o setor industrial, tendo em vista que é necessario obter biocatalisadores
ativos e termicamente estaveis para que a aplicacdo de enzimas neste setor seja viavel
(LOPES-GALLEGO et al., 2005).

Dentro deste contexto, este trabalho tem como objetivo principal o estudo da sintese
de galacto-oligossacarideos (GOS) a partir do soro de leite, por meio da reacédo de
transgalactolisacdo com a enzima [-galactosidase comercial Kluyveromyces lactis,
imobilizada em silica macroporosa. Esta reacao foi estudada sob diferentes condi¢des de
meio, temperatura, concentracao de lactose, quantidade de enzima e tipo de reator.

Objetivou-se, inicialmente, atingir a meta de obtencdo de enzimas imobilizadas e
estabilizadas, utilizando-se a técnica de imobilizagdo covalente ao suporte, com posterior
reticulacdo. O estabelecimento destas ligacdes torna a molécula de enzima muito mais
rigida e, por conseguinte, muito mais resistente a mudancgas conformacionais induzidas por
aguecimento, solventes organicos e outros agentes desnaturantes, o que possibilitou a
realizacdo da reacdo de transgalactosilagdo em condi¢cdes mais brandas. Os derivados
obtidos foram caracterizados quanto a retencdo de atividade, estabilidade térmica e
eficiéncia na hidrolise da lactose. Esse estudo envolveu a caracterizacdo para a enzima
soluvel e imobilizada quanto a atividade enzimatica, atividade especifica em funcéo do pH
e estabilidade térmica.

Tem sido amplamente demonstrado que o rendimento da reacdo € altamente
dependente da concentracdo de lactose. Torres et al., (2010) mostraram que, as reacdes
de hidrélise, independentemente da fonte de enzima, sdo predominantes em

concentracdes de lactose abaixo de 30 % (m/v), correspondendo a aproximadamente 37 g



de lactose por 100 g de 4gua. A alta concentracdo requerida do substrato € um dos
principais desafios na sintese de GOS, devido a baixa solubilidade da lactose que é de
aproximadamente 33,5 g de lactose por 100 g de agua a 40 °C (WALSTRA et al., 2006).
Nesse contexto, outro objetivo deste trabalho foi o estudo da reagdo de
transgalactosilacdo em reatores batelada alimentada e CSTR, visando avaliar o potencial
dessas duas estratégias para o aumento da concentracdo do substrato nas reacdes e,

consequentemente, o rendimento de GOS, e compara-las com a sintese em batelada.



2. CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordados os temas necessérios a fundamentacao do trabalho

de pesquisa.

2.1 Producgéo, Consumo de Leite e o Problema de Intolerancia a Lactose

De acordo com o IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica), a atividade
leiteira no Brasil teve aumento gradativo entre os anos de 2006 e 2015, com aumento de
38 % da producao. Porém, a partir do ano de 2017, a producao apresentou um decréscimo
de cerca de 0,5 % devido a fatores diversos, como: condi¢Bes climaticas, aumento dos
precos dos insumos e aumento da importacdo de lacteos, levando a estagnacgéo da cadeia
produtiva (SEAB, 2017). No ano de 2018, a producgéo de leite sob inspec¢éo no Brasil fechou
com crescimento proximo de 0 % (EMBRAPA, 2018) em fun¢éo das condi¢des econdmicas
do pais.

Apesar desta queda, o estado do Parana, que antes ocupava o terceiro lugar no
ranking de producéo, a partir de 2015 passou a ocupar o segundo lugar, com 4,66 bilhdes
de litros produzidos, producéo inferior somente a do estado de Minas Gerais, com 9,14
bilhdes de litros (SEAB, 2017).

Porém, especialistas estimam um crescimento um pouco mais robusto na demanda
de lacteos para o ano de 2019. Para atender a demanda por produtos lacteos em 2030, o
setor devera aumentar a producdo em 304 milhdes de toneladas por ano. Isso equivale a
trés vezes a producdo leiteira dos Estados Unidos, atualmente (ABIQ, 2019).

Embora a producéo e consumo de leite e produtos lacteos seja crescente, é grande
0 numero de pessoas que ndo podem consumir estes produtos por apresentarem
intolerancia a lactose presente nos produtos lacteos.

A intoleréncia ou mé digestéo da lactose consiste na reducdo da capacidade de
hidrolisar a lactose, em virtude da hipolactasia, termo que define a reducéo da atividade
enzimatica da B-galactosidade (ou lactase), presente na mucosa intestinal (MATTAR et al.,
2012).

Acredita-se que esta condigdo afeta mais de 75 % da populacdo mundial.
Aproximadamente 5 % das ocorréncias estdo no norte da Europa, enquanto mais de 90 %
estdo localizadas em alguns paises da Asia e da Africa (Figura 2.1). No Brasil, a
intolerancia a lactose afeta de 20 a 25 % da populacdo. Estudos mostram prevaléncias de
8 a 45 % nas regibes Sudeste e Sul, com aumento significativo na regido Nordeste, 75 %.
Estes dados sdo explicados pelo fato de a raca negra normalmente apresentar, com o

passar da idade, uma menor produgcdo de [-galactosidase do que a ragca branca



(SPARVOLI, 1989; PRETTO et al., 2002; FRYE, 2002; PEREIRA e FURLAN, 2004,
JELLEMA et al., 2010).

0-20 %
20-40 %
B s060%
B coso0%
Il s0-100%

Figura 2.1 - Mapa da intolerancia a lactose no mundo.
Fonte: Reddit 2018.

A condicdo de ma digestdo pode ser assintomatica, sendo a intolerancia
diagnosticada quando os sintomas estao presentes (JULLEMA et al., 2010; MATTAR et
al.,, 2012). O mecanismo de absor¢ao, hidrolise e presenca dos sintomas em individuos
com intolerancia encontra-se apresentado na Figura 2.2.

Na mucosa, esta enzima esta presente nas pontas das vilosidades, sendo sua
atividade originaria [p-galactosidase, encontrada dentro da mucosa intestinal
(STRZALKOWSKA et al., 2018). A absorcgéo de lactose ocorre devido a hidrélise de lactose
em glicose e galactose nos enterdcitos intestinais. Os monossacarideos de glicose e
galactose sdo assimilados na corrente sanguinea. A absorcdo de glicose inicialmente é
usada como base vital e energia, enquanto a galactose como um componente glicolipidico
e glicoproteico (NIVETHA e MOHANASRINIVASAN, 2017).

A lactose nao absorvida permanece no intestino grosso, levando a um aumento da
carga osmotica nos fluidos e eletrélitos do lumen. Portanto, as bactérias intestinais utilizam
a lactose como substrato para 0 seu crescimento, levando a sintomas como flatuléncia, em
virtude da producéao de acidos graxos volateis e gases, pelo metabolismo bacteriano, além
de dores, distensdo abdominal e diarreia (DE VRESE et al.,, 2001; HEYMAN, 2006;
JELLEMA et al.,, 2010; LEVITT et al., 2013; MISSELTWITZ et al.,, 2013; NIVETHA e
MOHANASRINIVASAN, 2017).
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Figura 2.2 - Mecanismo de hidrélise e absorcao da lactose no organismo de individuos que
possuem ou nao intolerancia: (a) digestdo normal da lactose e (b) digestdo quando ha
deficiéncia da lactase.

Fonte: Adaptado de Ustok (2007) e Corgneau et al., (2015).

A deficiéncia da B-galactosidase é geralmente diagnosticada com base em histéria
de sintomas gastrointestinais, que ocorrem ap0s a ingestao do leite, por teste para niveis
anormais de hidrogénio na respiracdo (a fermentacdo da lactose digerida resulta na
producao de hidrogénio), ou na medicao da atividade dissacaridasica da mucosa intestinal
por intubacéo intestinal (LOMER et al., 2008).

Existem quatro classes de intolerancia a lactose (IL), decorrentes de diferentes
processos: deficiéncia congénita da enzima; deficiéncia primaria ou ontogenética e
deficiéncia secundéria ou diminui¢cdo enzimatica secundaria oriunda de doencas intestinais
(ZYCHAR e OLIVEIRA, 2017):

a) Deficiéncia primaria de lactase ou hipolactasia adulta € a mais frequente delas. O
termo hipolactasia significa diminuicdo na acdo da enzima lactase na mucosa do
intestino e é caracterizada por alteracbes nos genes codificadores de lactase
devido a fatores hereditarios (GASPARIN et al., 2010; ZYCHAR e OLIVEIRA,

2017). Na literatura também encontramos a hipolactasia adulta, classificada como



congénita e adquirida. Esta ultima podendo ser classificada em primaria e
secundaria. A hipolactasia adquirida primaria ou ndo persisténcia a lactose, se trata
da perda programada da atividade de lactase, sendo considerada fisioldgica, visto
gue apos o desmame, fisiologicamente a atividade da lactase diminui na maioria
das populagdes (SHILS et al., 2009; MATTAR et al., 2012; ZYCHAR e OLIVEIRA,
2017).

b) Hipolactasia adquirida secundaria ou deficiéncia secundaria da lactase pode ocorrer
em decorréncia de doencas que afetam a borda da mucosa do intestino, enterite
regional, infeccdo por Ascaris lumbricoides, diarreia infecciosa, intestino curto,
sendo esta transitoria e reversivel mediante tratamento (SHILS et al., 2009;
GASPARIN et al., 2010; ZYCHAR e OLIVEIRA, 2017).

c) Intoler&ncia congénita, a literatura apresenta diversas descrigcbes para este caso,
sendo caracterizada por alguns autores como deficiéncia congénita da lactase e
por outros como deficiéncia congénita da lactose (SHILS et al., 2009; GASPARIN
etal., 2010; ZYCHAR e OLIVEIRA, 2017). Na intolerancia congénita de lactase, ela
€ conhecida como heranca autossémica recessiva e passada de geracdo em
geracdo, o recém-nascido ndo apresenta atividade da enzima lactase, esta esta
ausente no momento do nascimento, fator incomum visto que, neonatos de forma
geral tem alta atividade de lactase. Ja a intolerancia congénita a lactose nao esta
relacionada a uma deficiéncia enzimatica e sim a uma falha na absorcéo gastrica,
podendo ser fatal na primeira infancia e tornando esta, uma discusséo controversa
sobre o real mecanismo deste tipo de intolerancia (SHILS et al., 2009; GASPARIN
et al., 2010; MATTAR et al., 2012; ZYCHAR e OLIVEIRA, 2017).

d) Intolerancia ontogenética a lactose, caracterizada pela ma absorcédo da lactose, é o
tipo de manifestagdo mais comum, podendo manifestar durante a infancia ou vida
adulta (GASPARIN et al., 2010; MATTAR et al., 2012; ZYCHAR e OLIVEIRA,
2017). Em geral, a severidade dos sintomas provenientes deste tipo de deficiéncia
varia de acordo com a quantidade de lactose ingerida, idade do individuo, genética
e taxa de ingestdo. Somado a estes, existem fatores psicolégicos e culturais que
podem também influenciar no nivel de tolerancia a alimentos contendo lactose.
Quanto ao tratamento, no caso de intolerdncia congénita a lactose, existe a

necessidade de seguimento de dieta isenta de lactose. Se a deficiéncia enzimatica for
adquirida, essa forma de se alimentar ndo € permanente, podendo-se retornar a dieta
habitual apés a resolucdo do problema. No caso de deficiéncia ontogénica, como existe
apenas uma diminuicdo da atividade enzimatica, ndo ha necessidade de excluir a lactose
completamente da dieta, bastando haver uma reducéo da quantidade de leite e derivados,

de acordo com a tolerancia individual. Uma das grandes preocupacfes com a diminui¢ao



da lactose na alimentacdo é a garantia do fornecimento de quantidade apropriada de
proteinas, célcio, riboflavina e vitamina D, que tem no leite e seus derivados a sua maior
fonte (UGGIONI e FAGUNDES, 2006; BENEVIDES e VEIGAS, 2014, ZYCHAR e
OLIVEIRA, 2017).

A reducdo ou eliminagéo do leite e seus derivados da dieta de criancas intolerantes
a lactose pode comprometer a absorcdo de proteina e riboflavina, além do célcio
(VANDENPLAS, 2015; CANANI et al., 2016). A lactose age como um promotor na absor¢ao
e na retencdo de calcio no intestino e absorcdo de magnésio e manganés (SOMMER et
al., 2002). Também prolonga a a¢céo da vitamina D, em caso da reducao da radiacao solar,
e ajuda na prevencdo do raquitismo e da osteomalacia (HALL et al., 2008). Portanto, é
recomendada a adicdo de calcio nos produtos lacteos sem lactose ou com quantidade de
lactose reduzida porque a absor¢édo desse mineral no intestino é baixa quando néo se tem
a presenca de lactose (SECHI et al., 2016).

A terapia de reposicao enzimatica com lactase exdégena (+p-galactosidase), obtida
de leveduras ou fungos, constitui uma possivel estratégia para a deficiéncia priméaria de
lactose. Estes preparados comerciais de "lactase"”, quando adicionados a alimentos que
contenham lactose ou ingeridos com refeicbes com lactose, sdo capazes de reduzir os
sintomas e os valores de hidrogénio expirado em muitos individuos intolerantes a lactose.
Entretanto, estes produtos ndo sédo capazes de hidrolisar completamente toda a lactose da
dieta com resultados variaveis em cada paciente. As "lactases" exdgenas estao disponiveis
comercialmente na forma liquida e em capsulas e tabletes, e possivelmente as diferentes
preparacdes ndo sdo equivalentes. A enzima sollvel pode ser adicionada ao leite que €
entdo refrigerado de um dia para o outro antes do uso (porém pouco pratico para uso
frequente). Existem também leites comerciais com baixo teor de lactose (pré-incubado com
lactose ja hidrolisada), porém nao estdo amplamente disponiveis em muitos restaurantes
e lanchonetes. Apesar dos trabalhos enfatizarem a eficicia das formulagdes liquidas de
"lactase" na melhora dos sintomas e na reducgé&o do hidrogénio expirado, a taxa real de
eficacia apresenta resultados discrepantes, que decorrem do tipo de micro-organismo
utilizado, da contribuicdo da atividade residual da lactase da mucosa intestinal, e da dose
de reposicao utilizada (ROSADO et al., 1984; SOLOMONS et al., 1985; LIN et al., 1993)

No mercado encontram-se produtos |lacteos com baixo teor de lactose, que séo
alternativas para o publico que apresenta a ma digestdo da mesma. Dentre eles se
destacam os lacteos fermentados, os queijos duros, o doce de leite com B-galactosidase e
os leites com reduzido teor de lactose. Estes produtos possibilitam ao consumidor a
ingestdo adequada de nutrientes, minimizando os riscos de comprometimento da saude
(GASPARIN et al., 2010; SAVAIANO, 2014).
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Os produtos lacteos fermentados sdo recomendados para pessoas com ma
digestdo da lactose porque a [-galactosidase presente nos micro-organismos utilizados na
fabricacdo desses leites fermentados — como iogurte e coalhada — possibilita a hidrélise de
parte da lactose presente nesses produtos (MORIWAC e MATIOLI, 2000; SHAUKAT et al.,
2010). Entre os produtos fermentados, o iogurte € o que apresenta melhor tolerancia. Esta
melhor tolerabilidade tem sido atribuida a alta atividade da B-galactosidase presente nos
micro-organismos usados na producdo do iogurte (normalmente Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus e Streptococcus salivarius subsp. thermophilus) comparados com outras
bactérias produtoras de &acido latico. Longo (2006), em seu estudo, constatou que o iogurte
com baixo teor de lactose, utilizando a B-galactosidase em seu processo de fabricacao,
apresenta menor grau de acidez e melhor percep¢ao de sabor doce, rendendo ao produto
caracteristica de suavidade. A hidrélise enzimatica da lactose pode aumentar em até trés
vezes o sabor doce, contribuindo substancialmente para a dogura do produto, reduzindo a
necessidade de adicdo de acucar (NARANJO et al., 2013).

Os queijos duros sdo os mais indicados para o consumo por portadores da ma
digestdo de lactose, visto que no processo de fabricacdo grande parte da lactose fica no
soro, concentram-se o0s solidos e parte da lactose que fica presente na massa é
transformada em &cido latico (GASPARIN et al., 2010). Outro produto lacteo com baixo
teor de lactose encontrado no mercado € o doce de leite com 3-galactosidase presente na
formulacéo, que reduz o teor de lactose, minimiza os problemas de arenosidade causada
por sua cristalizacdo e favorece o escurecimento devido a Reacédo de Maillard, melhorando
as caracteristicas sensoriais do produto (LONGO, 2006; CORGNEAU et al., 2015).

A hidrélise da lactose é uma das principais tecnologias aplicadas para a producao
de produtos lacteos com baixa lactose, ainda existem outras técnicas para a remog¢ao da
lactose do leite. O método preferencialmente utilizado hoje é a hidrélise enziméatica pela
adicao de B-galactosidase (CORGNEAU et al., 2015) A lactose pode ser hidrolisada antes
do tratamento térmico ou apds, se a enzima for adicionada antes do envase do produto.
Ao ser adicionada ao leite, a enzima B-galactosidase efetua a quebra da molécula de
lactose tal como a B-galactosidase intestinal, o que da aqueles que possuem a deficiéncia
desta enzima a possibilidade de usufruir dos outros nutrientes presentes no leite, como a
proteina, o célcio e a vitamina A, evitando os inconvenientes e desconfortos causados pela
mé absorcao da lactose (TANRISEVEN e DOGAN, 2002).

De acordo com a legislacdo brasileira (ANVISA, 2016), para um alimento ser
considerado isento de lactose, o mesmo deve conter quantidade igual ou menor que 10
mg por 100 g ou 100 mL do produto pronto para consumo e, alimentos com baixo teor de
lactose devem conter quantidades maiores que 10 mg mas menores ou iguais a 1 g por
100 mL ou 100 g do produto pronto para o consumo (ANVISA, 2016).
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Portanto, a busca por novas tecnologias visando a elaborac¢do de alimentos ou
preparacdes enzimaticas que atendam as necessidades desses individuos intolerantes a

lactose é de suma importancia.

2.2 Soro de Leite

O soro de leite (ou soro lacteo) é coproduto da industria de laticinios, definido como
a fracdo aquosa do leite que é separada da caseina durante a producdo de queijos
(CAMARGO et al., 2000). Contém cerca de 55 % dos sdlidos existentes no leite integral
original e apresenta cerca de 80 a 90 % do volume de leite utilizado na fabricacdo de queijo
(ANDRADE e MARTINS, 2002). O Brasil € o sexto maior produtor mundial de queijos. Em
média, 10 L de leite s&o necessarios para a producao de 1 kg de queijo, resultando em um
subproduto de 8 a 9 L de soro de leite. Isso equivale a 5 milhdes de toneladas de soro de
leite produzidas anualmente (SOUZA et al., 2010).

No passado, o soro de leite ndo era aproveitado: ou era utilizado para alimentacéo
animal ou para a confeccao de poucos produtos como, por exemplo, a ricota. Porém, com
o conhecimento da qualidade nutricional de seus componentes (proteinas, lactose, etc.) e
o desenvolvimento de técnicas de fracionamento, 0 soro passou a ser considerado um
ingrediente de grande valor para a inddstria alimenticia e farmacéutica, podendo ser
aproveitado para obtencdo de diversos produtos, tais como: bebidas lacteas, soro em pé,
isolados e concentrados proteicos, entre outros (TEIXEIRA et al., 2013).

A composicdo do soro de leite €, em média, 93 % de agua, 5 % de lactose, 0,7 a
0,9 % de proteinas, 0,3 a 0,5 % de gordura, 0,2 % de &cido latico e pequenas quantidades
de vitaminas (OLIVEIRA et al., 2012). As proteinas do soro de leite sdo reconhecidas como
um valioso ingrediente alimentar com importantes propriedades nutricionais e funcionais
(CORZO-MARTINEZ et al., 2015). Segundo Gajo et al., 2016 o valor nutricional do soro
deve-se a aminoacidos essenciais, proteinas de alto valor do complexo B-lactoferrina, -
lacto globulina, a-lactoalbumina, glicomacropeptideos, imunoglobulinas e minerais
importantes, como o calcio.

Dos componentes presentes no soro, as proteinas e a lactose sdo as mais
importantes em termos de aplicagdo (GIROTO e PAWLOWSKY, 2001; NUNES e SANTOS,
2015). A lactose é muito usada como material energético para VArios processos
biotecnoldgicos, principalmente na induUstria farmacéutica e também na industria
alimenticia, por ser um carboidrato de baixo poder adocante (NUNES e SANTOS, 2015).

Do ponto de vista industrial, o soro de leite pode ser classificado em dois tipos, de
acordo com a forma de remocéo da caseina. Se a remocao da caseina presente no soro é

feita pela adicdo de acido (pH 4,6) o soro é denominado soro acido. Por outro lado, se a
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caseina for removida pela acao da renina tem-se o soro doce, que contém, em geral, maior
quantidade de pequenos peptideos e aminoacidos livres, que sdo resultantes da agéo da
renina sobre as caseinas (DULLIUS et al., 2018). Segundo Brandelli et al., (2015) o soro
de leite também pode ser obtido pelo processo de separacgéo fisica das micelas de caseina
por microfiltragdo, obtendo-se um concentrado de micelas e proteinas do soro, na forma
de concentrado o isolado proteico.

A composicdo quimica do soro depende da composicao quimica do leite, que varia
de acordo com a alimentacdo, reproducéo, diferenca individual do animal e do clima
(DULLIUS et al., 2018). Além disso, a composicdo e o tipo de soro produzido na industria
leiteira variam em funcéo dos processos tecnoldgicos empregados, do leite utilizado e do
tipo de queijo fabricado (TEIXEIRA e FONSECA, 2008). Na Tabela 2.1 é apresentada uma
comparagdo entre as composi¢cdes do leite integral, leite desnatado, soro doce e soro

acido.

Tabela 2.1 - Composigéo tipica do soro doce e &cido.

) ) Soro Soro
Componente Leite Leite o
Doce Acido
(%) Integral Desnatado
(pH 6,7) (pH 4,6)
Umidade 84,7 90,4 93,7 93,5
Lactose 4.8 51 4.9 4.9
Gordura 35 0,1 0,5 0,04
Proteina 35 3,6 0,8 0,7
Cinzas 0,7 0,7 0,5 0,8

Fonte: Adaptado de Alves et al., 2014.

No Brasil, a producéo é constituida quase que exclusivamente de soro doce,
oriundo da fabricacdo de queijos por coagulacdo enzimatica (mussarela, prato, minas
frescal, meia cura e outros), que sdo 0s mais comercializados no pais (PABOUEF et al.,
2012). J4 o soro acido, proveniente da producgédo de queijos de coagulacéo acida, de menor
consumo (ricota e requeijdo), bem como da fabricacdo de caseina, praticamente
inexistente no pais, pouco contribui no cémputo geral (PABOUEF et al., 2012).

Um dos principais problemas do soro é seu alto poder poluente. A maior parte

produzida é enviada a estacdo de tratamento de efluentes ou, muitas vezes, lancada
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diretamente em rios ou sobre o solo. O soro lacteo apresenta potencial poluidor
aproximadamente 100 vezes maior que o do esgoto doméstico (PORTO et al., 2005).
Quando o soro é langado junto aos demais residuos liquidos das industrias de laticinios,
isto pode significar a duplicacdo do sistema de tratamento, pois exibe uma alta Demanda
Bioquimica de Oxigénio (DBO), apresentando valores de 30-50 g L e uma Demanda
Quimica de Oxigénio (DQO) da ordem de 60-80 g L. A grande responsavel pela alta DBO
e DQO ¢ a lactose. A estabilizacdo, por métodos convencionais para o tratamento biolégico
do soro, é dificultada pelo fato deste apresentar alta concentracdo de matéria organica e
deficiéncia de nitrogénio (GIROTO e PAWLOWSKY, 2001; PRAZERES et al, 2012).

Nas ultimas décadas, a procura do soro de leite comecou a aumentar devido aos beneficios
gue as proteinas de alta qualidade encontrada no mesmo oferecem as criangas, adultos e
idosos. O aumento de aplicagbes farmacéuticas das fracdes de proteinas para o controle
da pressado arterial e para indugdo do sono pode aumentar ainda mais o mercado
(KOSSEVA et al, 2009; GAJO et al., 2016). Os produtos de soro apresentam a importante
vantagem de possuirem propriedades funcionais, além de serem uma fonte concentrada
de nutrientes lacteos, sobretudo proteinas de elevado valor nutricional e célcio (THAMER
e PENNA, 2006; PRAZERES et al., 2012). O soro é geralmente utilizado devido as suas
proteinas como suplemento para ragdo animal e, mais recentemente, devido as suas
propriedades funcionais e nutricionais, em alimentos processados (MAWSON, 1994).

O soro pode ter basicamente trés destinos principais. O primeiro é 0 seu
processamento até produtos diversos, incluindo soro em po, bebida lactea, ricota,
concentrado proteico, formulacbes de alimentos infantis, iogurte, doce de leite, alimentos
dietéticos, sopas, molhos, produtos de panificacdo, confeitarias, sorvetes e bebidas,
molhos de carne e salsichas, entre outros (GERNIGON et al.,2010). O segundo seria 0 seu
uso na alimentag&o animal, podendo ser utilizado na forma liquida, condensada, seca ou
como produtos de soro seco. Finalmente, o terceiro destino seria 0 seu tratamento para
posterior despejo no esgoto (CANCINO, et al., 2006; REZAEI et al., 2011)

Na alimentacdo humana, o soro pode ser utilizado na forma liquida, condensada ou
em pod, sendo que a forma em po6 é geralmente preferida por apresentar maior tempo de
armazenamento, podendo ser modificado e/ou misturado com outros produtos servindo a
propositos especificos (CANCINO et al., 2006).

O soro pode ser utilizado de diferentes formas: soro fresco, pasteurizado ou néo;
soro condensado, contendo de 35 a 60 % de sodlidos; soro condensado adocicado,
contendo 38 % de sdlidos e 38 % de agucares; soro seco e, finalmente, pode-se utilizar os
componentes individuais do soro, como a lactose e as proteinas (MATTHEUS, 1984;
REZAEI et al., 2011).
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A quantidade de proteinas encontradas no soro corresponde a 0,7 % da sua
composi¢cdo média e equivale a cerca de 20 a 25 % do total de proteinas encontradas no
leite (MATTHEUS, 1984; REZAEI et al., 2011).

De acordo com Pacheco et al., (2005), as proteinas do soro apresentam algumas
vantagens em relagdo as caseinas. Diferengas fundamentais no metabolismo e na agao
fisiolbégica das caseinas e das proteinas de soro de leite baseiam-se nas propriedades do
soro nao sofrerem alteracdes conformacionais pelos acidos estomacais. Ao atingirem o
estbmago delgado sdo rapidamente digeridas e seus aminoacidos absorvidos, elevando
rapidamente a concentracdo aminoacidica do plasma e estimulando a sintese de proteinas
nos tecidos (SGARBIERI, 2004).

A extragdo do soro de leite na industria de alimentos pode ser realizada através de
trés processos principais: coagulagédo enziméatica das caseinas para producédo de queijos
e soro doce; precipitagdo acida no pH isoelétrico, resultando em caseinatos e soro acido;
e separacdo das micelas de caseina por ultrafiltracdo, para obtencdo de concentrados ou
isolados proteicos (SGARBIERI, 2004).

A concentracao do soro leva a formacdo de produtos proteicos que podem ser
utilizados como ingredientes, para melhorar as propriedades tecno-funcionais dos
alimentos (solubilidade, gelificacdo, viscosidade, emulsificacdo, formacdo de espuma)
(BAUMAN et al., 2006). Os concentrados ou isolados proteicos de soro sdo valiosos como
ingredientes alimentares pela alta solubilidade em ampla faixa de pH. Essa propriedade
permite sua aplicacdo, por exemplo, em bebidas para esportistas, com possibilidade de
fornecimento de proteinas em quantidades similares as contidas em uma refeicéo diaria. A
capacidade de produtos de proteinas do soro de absorver agua e as caracteristicas de
gelificacdo permite sua aplicagdo como ingredientes em produtos assados e em carne
processada. Como emulsificante, os concentrados proteicos de soro encontram ampla
aplicacdo na formulacdo de molhos para saladas, cremes artificiais de café, bebidas
nutricionais e sopas (CANCINO et al., 2006; REZAEI et al., 2011).

Alguns produtos derivados de soro comercialmente disponiveis sdo: concentrado
proteico de soro (whey protein concentrate — WPC) que é o produto obtido pela remogéo
de constituintes ndo proteicos do soro de forma que o produto final seco contenha, em
geral, entre 35 % e 80 % de teor proteico e o isolado proteico de soro (whey protein isolate
— WPI) que é a forma comercial mais pura das proteinas do soro e contém entre 80 e 95
% de proteina (BRANS et al., 2004; REZAEI et al., 2011). Os concentrados e isolados
proteicos tém grande aplicagdo nas industrias alimenticias pela funcionalidade

As bebidas contendo soro lacteo sdo hoje uma realidade no mercado brasileiro,
sendo processadas de diversas formas como UHT (ultra-high temperature); pasteurizadas;

fermentadas semelhantes ao iogurte; soft-drinks; carbonatadas e em diversos sabores,
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como morango, chocolate, frutas citricas, entre outros, com um mercado consumidor
promissor. Dessa maneira, € crescente o nimero de pesquisas com bebidas contendo soro
de leite (ALMEIDA et al.,, 2001; THAMER e PENNA, 2006; ALMEIDA et al., 2009;
PFLANZER et al., 2010).

Estudos demonstram a viabilidade da utilizagéo do soro liquido em concentracdes
que variam de 30 a 70 % na producao de bebidas lacteas, com caracteristicas proximas
ao iogurte natural em relacéo a coloracdo e ao aroma. A viscosidade da bebida pode variar
de relativamente baixa — semelhante a de uma mistura de leite e suco de frutas — até a
viscosidade dos iogurtes tradicionais para beber (PENNA et al., 2009).

O fracionamento do soro em lactose e proteinas permite a utilizacdo dos
constituintes de maior importancia comercial presentes no soro de leite. A lactose tem
véarias propriedades funcionais Uteis que tornam sua aplicacdo desejavel em industrias
alimenticias e farmacéuticas (MATHUR et al., 1980; PENNA et al., 2009).

O permeado de soro de leite pode ser obtido a partir da remocédo de proteina do
soro de leite, por membranas de ultra filtrag&o, seguido de concentracdo em evaporadores
tubulares e posterior desidratacdo. O permeado pode ser utilizado em diversos produtos,
tanto para alimentacdo humana quanto para alimentacdo animal, podendo ser usado em:
produtos cdarneos, lacteos, panificacdo, confeitaria, snacks, salgadinhos, sorvetes,
suplemento alimentar, ragdo animal, farmacos, entre outros (SOORO, 2019).

O soro na forma de concentrados proteicos vem sendo aplicado pela industria de
alimentos na confeccado de produtos dietéticos — nos quais age como substituinte da
gordura —, em produtos de panificacdo, confeitaria, carneos, sopas, molhos para salada,
alimentos infantis, bebidas para atletas, dietas enterais e produtos lacteos (PENNA et al.,
2009).

Com o continuo desenvolvimento de tecnologia e crescente responsabilidade
ambiental por parte das industrias, a imagem do soro estd mudando depressa de efluente
para uma valiosa fonte de nutrientes, que também pode ser transformada em produtos de
valor agregado. A hidrolise da lactose presente no soro mostra-se como uma alternativa
para a producado de derivados lacteos com baixo teor de lactose, além da possibilidade de

producao de galacto-oligossacarideos via reagéo de transgalactosilagéo.

2.3 Lactose

Conhecida como o acucar do leite, a lactose é o principal carboidrato em sua
composicao, sendo que o leite contém apenas tracos de outros acgucares (FOX e
MCSWEENEY, 1998; WALSTRA et al., 2006). E um nutriente primordial no

desenvolvimento dos mamiferos, e seus teores variam entre as espécies; o leite de vaca
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contém entre 4,5 a 4,8 % de lactose enquanto o leite humano possui cerca de 7 % de
lactose (FOX e McCSWEENEY, 1998; SHENDURSE e KHEDKAR, 2016).

A lactose consiste em um dissacarideo composto por D-Glicose e D-Galactose
unidos a partir de uma ligagao B-1,4-glicosidica (WALSTRA et al., 2006). Possui em sua
estrutura um grupo hemiacetal livre, portanto, € considerada um acucar redutor, e
consequentemente estd susceptivel a reacdo de escurecimento ndo enzimatico,
denominada reacdo de Maillard, escurecendo o leite e conferindo-lhe um sabor cozido
(FOX e MCSWEENEY, 1998).

Apresenta baixa solubilidade (FENNEMA et al., 2010) e menor poder adocante em
relacdo a outros aclcares (Tabela 2.2) como a sacarose, glicose e galactose
(RODRIGUES JUNIOR et al., 2016). Mediante acdo enzimética a lactose pode ser
hidrolisada em glicose e galactose (FOX e McCSWEENEY, 1998). Esta reacao de hidrolise
é realizada pela enzima B-galactosidase (WALSTRA et al., 2006), conhecida popularmente
como lactase (SANTIAGO et al., 2004).

Tabela 2.2 - Poder adocante relativo e solubilidade de alguns dissacarideos e

monossacarideos.

Poder Solubilidade (g lactose/100 g agua)
AcuUcar adocante 10°C 30°C 50°C

relativo
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70
D-frutose 173 - 82 157

Fonte: Adaptado de Zadow (1984).

E encontrada sob duas formas isoméricas cristalinas a hidratada e B anidra (Figura
2.3), diferindo somente nas posic¢des relativas do hidrogénio e do grupo hidroxila no a&tomo
de carbono, a é frequentemente mais usada em aplicagbes industriais (FOX, 1997;
ORDONEZ, 2005).
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Beta-lactose

Figura 2.3 - Estrutura quimica dos isdbmeros da lactose.
Fonte: Adaptado de Longo (2006).

Conforme Fennema et al., (2010), a lactose, em solu¢cdo aquosa, consiste de 61,5
% de andmero B e 38,5 % de a. O equilibrio entre ambas é estabilizado por mutarrotacgao,
ou seja, pode ocorrer uma mudanca na posicdo da hidroxila e do hidrogénio do grupo
redutor da lactose, fazendo com que a forma a se transforme em B e vice-versa. Esta
mudanca na rotacdo e a transformacdo de uma forma na outra persiste até que haja o
equilibrio mutarrotacional. As formas B e a possuem caracteristicas distintas, como por
exemplo a solubilidade. A forma a possui “solubilidade verdadeira”, a 15 °C, de 7 g/ 100 g
de agua, enquanto a forma 3, sob as mesmas condicfes, apresenta solubilidade de 5 g /
100 g de agua (a solubilidade média da lactose, a 20 °C, de 20 g / 100 g de agua). Por
isso, o fenbmeno médio da mutarrotagdo é muito importante no processo de cristalizacao
(FOX e MCSWEENEY, 1998).

Segundo Rodrigues et al., (2016), o processo de cristalizacdo da lactose é
condicionado por vérios fatores, como a velocidade da mutarrotagdo das formas a e 3, o
grau de saturacdo da solucéo, pH e temperatura dos produtos lacteos. A formagéo de
cristais de dimensdes superiores a 10 micrdmetros contribui para o aparecimento de uma
estrutura arenosa nos produtos lacteos, causando a sua depreciacao.

A lactose € uma importante fonte de energia para o organismo proporcionando 16,8
kJ g Ela é usada em dietas, visto que os niveis de glicemia sdo reduzidos quando
comparados aos niveis de glicemia atingidos com o consumo de glicose. A hidrélise da
lactose em monoses (glicose e galactose) aumenta este indice, sendo o0s
monossacarideos, mais facilmente digeriveis e soliveis (FOX e McSWEENEY, 1998;
WALSTRA e JENNESS, 1984; ORDONEZ, 2005; KLEIN, 2012).



18

Na industria de alimentos a lactose merece destaque na fabricacdo de iogurtes e
queijos (fermentacgdo da lactose), e em outros alimentos ndo lacteos, como sopas, bebidas,
produtos carneos e misturas de especiarias. Na industria farmacéutica, a lactose €
comumente usada nas formulacbes como excipiente em capsulas e comprimidos
(GAMBELLLI, 2017).

A lactose, um dos principais constituintes do soro, pode ser transformada
enzimaticamente a galacto-oligossacarideos (GOS), que sédo facilmente utilizados por
bifidobactérias, contribuindo, assim, para um melhor funcionamento do trato digestivo (HA
e ZEMEL, 2003). Os beneficios da ingestdo de GOS sdo o aumento da populacédo de
bifidobactérias no cdlon e, por efeito antagbnico, a supressdo da atividade de bactérias
putrefativas, reduzindo a formacao de metabdlitos toxicos e a producdo de acidos graxos
de cadeia curta (SANTOS et al., 2009; GAMBELLI, 2017).

A remocdo da lactose dos derivados lacteos (leite, soro de leite) tem sido
extensamente estudada devido aos problemas nutricionais (intolerancia a lactose) e aos
interesses tecnoldgicos (solubilidade, poder adogante e funcionalidade) envolvidos no

desenvolvimento de produtos baseados na industria de laticinios.

2.4 Hidrélise da Lactose

A lactose é um dissacarideo que, ao sofrer hidrélise, forma como produtos, glicose
e galactose. Os dois monossacarideos sao unidos por uma ligacdo entre o carbono-1 da
galactose e o carbono-4 da glicose como mostrado na Figura 2.3 (ZADOW, 1984).

Em principio, a reagéo de hidrélise da lactose forma uma mistura isomolecular de
glicose e galactose. Na pratica, dependendo das condi¢fes, a mistura isomolecular néo é
alcancada, pois a galactose pode polimerizar ou se unir a lactose para formar
oligossacarideos (RODRIGUES JUNIOR et al., 2016). As estruturas da lactose, galactose
e glicose estao representadas na Figura 2.4.

Dependendo do nivel da hidrélise, o leite com lactose pré-digerida terd um gosto
ligeiramente mais doce. Isto é causado pelo poder adogante mais elevado da glicose mais
galactose em comparacio com a lactose (OBON et al., 2000).

O xarope produzido pela hidrélise da lactose pode ser utilizado como fonte de
acucar e, em alguns casos proteinas, em produtos de panificacdo, produtos de confeitaria,
sorvetes, sobremesas, sucos de frutas, bebidas energéticas para atletas ou base para a
producao de alcool (RODRIGUES JUNIOR et al., 2016).
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Figura 2.4 - Estruturas da lactose, galactose e glicose.
Fonte: Adaptado de Zadow (1984)

De acordo com Jurado et al., (2002), as vantagens de se produzir um derivado
lacteo com reduzido teor de lactose séo:

a) Obtencéo de produtos aptos ao consumo para grupos populacionais intolerantes a
lactose;

b) Formacdo de substéncias que favorecem o crescimento da microflora intestinal,
desejaveis a saude humana, precisamente os galacto-oligossacarideos (GOS);

c) Obtencao de melhores caracteristicas tecnolégicas em derivados lacteos, tais como
melhor solubilidade e reducao de riscos de cristalizacdo em sorvetes, doce de leite
e leite condensado;

d) Obtencé@o de melhores caracteristicas sensoriais em derivados lacteos, tal como
incremento no poder adogante, implicando menor adicdo de sacarose e,
consequentemente, na reducao no conteudo calérico;

e) Obtencéo de melhores caracteristicas reologicas, como a melhor textura e a maior
cremosidade, em especial na redugéo do ponto de congelamento de sorvetes;

f) Formacdo de monossacarideos que auxiliam no metabolismo do fermento em
produtos fermentados, como iogurtes e bebidas lacteas;

0) Reducao da probabilidade de ocorréncia da reacdo de Maillard.

Existem dois métodos principais para a hidrolise da lactose, o método &cido e o método
enzimatico (Figura 2.5):
a) Método acido: a reacao é muito rapida, depende do uso de altas temperaturas, que

podem variar de 90 °C a 150 °C e da adicdao de acidos fortes em altas
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concentracdes (como sulfarico e cloridrico), levando o pH da solugéo para valores
tdo baixos quanto 1,5. Tem aplicagdo restrita na industria alimenticia, pois acarreta
alteracdes no sabor e na cor dos alimentos, além de causar desnaturacdo das
proteinas do leite (OZBEK et al., 2006);

b) Método enzimatico: pode ser aplicado no leite ou no soro sem um tratamento prévio.
A hidrolise é catalisada pela B-galactosidase e se processa em condi¢cdes amenas
de pH e temperatura (30 °C a 40 °C), o que reduz ndo sO a possibilidade de
alteracdo dos compostos sensiveis ao calor, mas também as necessidades
energéticas de corroséo do meio sobre equipamentos e a formagéo de subprodutos
indesejaveis. Os produtos obtidos por este processo preservam as suas
propriedades, aumentando seu poder adocante relativo (BAILEY e OLLIS, 1986;
LADERO et al., 2000; RODRIGUES JUNIOR et al., 2016).

PROCESSO DE
HIDROLISE DA

LACTOSE

1
1 [ !
Enzima . A

Figura 2.5 - Processos de hidrdlise da lactose.
Fonte: Adaptado de HOBMAN, 1984.

Enzimatico
1

1
Enzima
recuperada
(Ultrafiltragio)

1
Enzima livre

A hidrélise enzimatica € um dos métodos mais interessantes para a reducao do teor
de lactose no leite e seus derivados. Este processo é conhecido e utilizado em escala
industrial. Numerosos trabalhos sobre hidrélise de lactose tém sido apresentados na
literatura, por exemplo:

Haider e Husain (2009) compararam a hidrélise da lactose de leite/soro utilizando
B-galactosidase encapsulada em alginato de célcio em reator batelada e reator leito fixo.
Neste trabalho, 86 e 77 % da lactose presente no soro e no leite, respectivamente, foram
hidrolisadas em processo batelada apos trés horas de reacao.

Elnashar e Yassin (2009) imobilizaram covalentemente a (-galactosidase em
polimeros termicamente estaveis e obtiveram 70 % de conversdo apés sete horas de

operacéao.
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Guidini et al., (2011) estudaram a cinética da hidrolise da lactose por -
galactosidase imobilizada em resina de troca idbnica Duolite A 568. O modelo cinético que
melhor se ajustou aos resultados experimentais foi 0 modelo de Michaelis-Menten, com
inibigdo competitiva pela galactose.

Ansari e Husain (2012) estudaram a hidrolise de lactose do leite/soro em processos
continuo e batelada utilizando B-galactosidase imobilizada em A-Celite 545. A hidrolise da
lactose em reator continuo utilizando B-galactosidase reticulada foi de 92 e 81 % nas
vazoes de 20 e 30 mL ht apés um més de operacdo, respectivamente.

Os processos de quebra da lactose de maior interesse industrial séo a hidrélise do
soro de leite e do leite integral. Nos processos encontrados na literatura observou-se que
ndo ocorre recuperacao da lactase, o que torna os produtos sem lactose mais caros para
o consumidor devido ao custo elevado da enzima. Para fins de comparacao, a lactase para
uso industrial possui custo médio de R$ 160,00 / m® de leite (RICANATA, 2019).

A seguir, na Figura 2.6, sdo ilustrados os processos de fabricacdo desses produtos

HIDROLISE —
SORD 5] PASTEURZAGAO [>| AJSTEDOPH [3| DALACTOSE 5| DESMNERALIZAGHO a| PASTEURZAGHO [ EvepoRagio [ XAROPEITOX DE
80-50% SOUDOS TOTA
T
(a)
TRATAMENTO ;
TERMICO: ALTA ADIGAO DE EMBALAGEM HIDROLISE 'I:EEEC%SEEF‘O
LETE |->| TEMPERATURA |->| LAGTASE =S [ —>| DENTRODA (= 1 rno
EM CURTO ESTERIL ASSEPTICA EMBALAGEM OB UL
TEMPO (UHT)
(b)
n LACTASE LEITE ZERO
LEITE |->] PASTEURIZAGAO |>] (80% DE >] PASTEURIZAGAO |->] LACTOSEE
HIDROLISE) PASTEURIZADO
(©)

Figura 2.6 — Fluxograma do processo de fabricacdo do sem lactose leite: (a) hidrélise
guimica (&cido), (b) enzimatico (método 1), (c) enzimético (método 2).
Fonte: Adaptada de Schmidell et al., (2001),

2.5 Enzimas

Em todas as células vivas ocorrem ininterruptamente reacdes que, devido a sua

grande complexidade, deveriam ser muito lentas nas temperaturas em que se processam
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—ao redor de 37 °C. No entanto, estas rea¢fes sdo muito rapidas, o que leva a conclusao
de que existem, nas células vivas, substancias catalisadoras que diferem dos catalisadores
inorganicos pelo fato de serem substancias muito mais complexas, produzidas pelo
organismo vivo. Elas sdo denominadas enzimas e podem ser definidas de um modo geral
como substancias organicas, formadas no interior das células vivas, mas capazes de agir
também fora das células. Séo fatores importantes na tecnologia de alimentos pelo papel
gue desempenham no seu processamento e deterioracdo (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Séo
catalisadores biolégicos, consistindo de proteinas, as quais participam de muitas reacfes
guimicas que ocorrem no dia-a-dia. Ao contrario dos catalisadores quimicos ordinarios, as
enzimas possuem a habilidade de catalisar uma reacdo sob condicbes brandas em
solucdes aquosas neutras, sob temperaturas e pressdées normais, e com alto grau de
especificidade (LEHNINGER et al., 2014). Como qualquer outro catalisador, uma enzima
leva a reacdo catalisada a sua posicao de equilibrio mais rapidamente do que ocorreria
sem catalisador, acelerando uma reagdo termodinamicamente possivel, sem alterar a
energia livre de Gibbs (AG) nem a constante de equilibrio (Keq).

As enzimas séo proteinas altamente especializadas, atuando como catalisadores
de sistemas biolégicos muito potentes e eficazes, elas vém se tornando uma poderosa
ferramenta catalitica em uma vasta variedade de processos quimicos (BOBBIO e BOBBIO,
1992). A principal caracteristica de uma enzima é sua elevada especificidade, fato este
relacionado a sua complexa formacéo tridimensional. Devido a isto, sua estrutura favorece
processos envolvendo oxidacdes, condensacdes, hidroxilagbes ou hidrélises muito
especificas (LEHNINGER et al., 2014). Cada enzima tem um sitio catalitico ou sitio de
ligacdo, na qual uma parte ou toda molécula do reagente pode se ligar. Quando o substrato
se fixa ao sitio catalitico, forma-se uma combinacao temporaria chamada de complexo
enzima-substrato. Quando o substrato se liga a enzima, ele fica exposto ao sitio ativo da
mesma, onde os grupos funcionais das cadeias laterais dos aminoacidos da enzima agem
sobre a molécula do substrato, enfraquecendo as ligagdes e, assim, favorecendo a ruptura
e formacgéo de novas ligagtes, transformando-se em produto (BAILEY e OLLIS, 1986). A
reacdo € catalisada pelo “ataque” destas cadeias laterais da enzima numa ligacdo da
molécula de substrato.

Com o réapido crescimento de produtos industrializados e o desenvolvimento
tecnolégico, novas prioridades estdo sendo estabelecidas para promover 0 aumento na
qualidade e no tempo de conservagdo dos alimentos. Nos ultimos anos, o uso comercial
de enzimas tem expandido, de um papel significante, para um importante aspecto do
processamento de alimentos. Neste contexto, a Industria Alimenticia passou a introduzir

novas técnicas em sua linha de fabricacdo, utilizando a catélise bioldgica, envolvendo
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enzimas e outros compostos do ponto de vista comercial, tais como antioxidantes,
aromatizantes e adocantes (REED e NAGODAWITHANA, 1993; MARIOTTI et al., 2008).

A adicdo de enzimas aos produtos, principalmente na industria de alimentos e de
ragcbes contribui para a modificacdo de matérias-primas ou obtencdo de produtos
especificos, destacando-se o0s usos em panificacdo, na modificacdo de materiais
amilaceos, na fabricac@o de sucos de frutas, na modificacado de proteinas e na fabricacéo
de bebidas alcodlicas e de laticinios (MARIOTTI et al., 2008).

A enzima B-galactosidade é amplamente indastria de alimentos, tanto no
processamento de leite como de seus derivados lacteos. O tratamento da lactose presente
no leite, seus derivados e no soro, pela acao da 3-galactosidase, é hoje motivo de estudo
para muitos pesquisadores. Esse tratamento torna o leite adequado para a alimentacao de
individuos intolerantes a lactose. Além disso, as B-galactosidades sdo, também, galacto-
transferases, enriguecendo o0s produtos lacteos com galacto-oligossacariedeos,
constituindo, assim, importantes pesquisas na ultima década (JURADO et al.,, 2002,
MARIOTTI et al., 2008).

2.6 Enzima B-galactosidase

A enzima (-galactosidase (E.C. 3.2.1.23), também conhecida como -
galactosidase, € uma hidrolase produzida por uma grande variedade de seres vivos.
Enzimas de fontes distintas possuem caracteristicas fisicas e quimicas diferentes quanto
as condicdes de hidrodlise da lactose. Esta enzima hidrolisa a ligagéo B (1-4) da molécula
da lactose, dando origem aos seus mondmeros, glicose e galactose, de grande interesse
para a industria de lacticinios (SABIQ et al., 2017; ALVAREZ-CAO et al., 2019).

Esta enzima pode ser encontrada na natureza em frutos (améndoas, péssego,
damasco, mag¢d), em oOrgdos de animais (intestino, cérebro, testiculos, placenta) e,
também, sdo produzidas por grande quantidade de micro-organismos, como bactérias,
fungos filamentosos e leveduras, sendo estes dois Ultimos as principais fontes para
aplicacdes comerciais (SANTIAGO et al., 2004). A Tabela 2.3 descreve algumas
caracteristicas de algumas dessas enzimas.

A legislacao brasileira, por meio da Resolu¢cdo RDC n° 205/2006, que a enzima f3-
galactosidase, utilizada na indastria de alimentos, deve ser de origem microbiana,
proveniente dos seguintes microrganismos: Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida
pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus,
Saccharomyces sp. (BRASIL, 2006). Tais espécies sdo classificadas como Generally
Recognized As Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), sendo esse um

importante critério para aplicagdes alimenticias.



24

Tabela 2.3 - Caracteristicas da enzima 3-galactosidase de fungos, bactérias e leveduras

Origem PHestimo  Tétima Km(mM) M, kDa  Ativador Inibidor
Lactose
Fungos:
Aspergillus niger 3,5 58 85 124 - -
Aspergillus oryzae 50 55 50 90 - -
Levedura:
Kluyveromyces lactis 6,5 37 35 118 K*, Mg?* Ca?**, Na**
Zn, Cu
Kluyveromyces 6,6 30 0,23-0,99 200 - SDS
fragilis (ONPG)
Sterigmatomyces 6,0 60 - - Fe?* Zn? -
elviae CBS8119 Cu?*
Bactéria:
Escheria choli 7,2 40 2 540 Na*, K* -
Bacillus subtilis 6,5 50 700 - - -
Bacillus 6,2 55 2 220 Mg?* -
stearothermophilus
Lactobacilus 6,2 55 6 540 - -
thermophilus
Lactobacilus reuteri 8,0 45 13 35 Na*, K*, Fe?*, Ca?*,
L103 Mn?* Cu?*, Zn?*
Lactobacilus reuteri 6,5 50 31 72 Na*, K*, Fe?*, Ca?,
L461 Mn?2* Cu?*, Zn?*
Bullera singulans 5 50 580 53 - Ag®, SDS
KCTC 7534
Bacillus 7,0 70 2,9 362 - Fe?*,Zn?*,
stearothermophilus Cu®,Pb*,
Sn2+
Bifidobacterium 4.8 45 800 362 EDTA Zn%*,Mn?,
bifidum Co?*,Ca?",
Sn?*
Bifidobacterium 5,0 60 2,96 470 Na*, K* Cr3,
infantis EDTA,
Ureia,
Galactose,
PCMB
Bacillus circulans 6,0 65 41,7 67 - -
Bacillus coagulans 6,5 55 50 430 EDTA Fe3*,Cu?,
Zn2+,
Galactose

kDa= kiloDalton (valores para a subunidade); oNPG= o-nitrofenil; SDS= dodecil sulfato de

sédio; EDTA= etileno diamina tetra acético; PCMB= p-cloro-mercurio-benzoato.
Fonte: Adaptado de Otieno (2010).
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Os micro-organismos mais utilizados para a producdo desta enzima sao
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus, Aspergillus niger
e Aspergillus oryzae (ANDRADE e MARTINS, 2002). Como visto na Tabela 2.3, as
propriedades das [-galactosidases dependem da sua fonte. Aquela extraida de
Escherichia coli possui a maior massa molar (520.000 a 850.000 g mol?), enquanto aquelas
de menor massa molar sdo extraidas de Kluyveromyces fragilis (201.000 g mol?) e A.
oryzae (90.000 g moll) (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985). Mozaffar et al., (1984)
determinaram que quanto menor a massa molecular da $-galactosidase, maior a formacao
de oligossacarideos.

Enzimas de leveduras do género Kluyveromyces séo ativas a pH neutro e, portanto,
empregadas na hidrélise do leite e soro de leite. A estrutura das enzimas de Kluyveromyces
lactis apresenta-se como um tetramero formado pela associagéo de dois dimeros idénticos,
sendo que cada monémero consiste de 1024 residuos de aminoacidos, com massa
molecular de 119 kDa. O tetrdmero € composto por quatro subunidades idénticas A, B, C
e D (Figura 2.7). Os monémeros A-C e B-D formam dois dimeros idénticos. A montagem
destes dimeros ocorre essencialmente pela interacdo entre os monémeros A e B, embora
haja também alguns contatos entre os mondmeros A e D, e os mondmeros B e C, que
ajudam a estabilizar o tetrdmero. A maioria dos contatos nas interfaces sao interacdes nao
polares (~ 75 % para a superficie 1 e ~ 65 % para as superficies 2 e 3) (PEREIRA-
RODRIGUES et al., 2012).

Surface 2 Surface 2

Surface 1

Catalytic
Center

Surface 3

Figura 2.7 - Representacdo da superficie do tetramero da enzima B-galactosidase de
Kluyveromyces lactis. Cadeia A é representada em azul, B em verde, C em vermelho e D
em amarelo. As trés interfaces diferentes entre os mondmeros sdo nomeadas como
Superficie 1 (A-C), Superficie 2 (A-B) e Superficie 3 (A-D).

Fonte: Adaptado de Pereira-Rodruigues et al., (2012)
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A temperatura 6tima de Kluyveromyces lactis esta entre 35 — 40 °C (CAVAILLE e
COMBES, 1995). Galactose e glicose séo inibidores competitivos e ndo-competitivos,
respectivamente, sendo a inibicdo por glicose (Ki = 794 nM) muito menor que a inibicao
por galactose (Ki = 42 nM). Sua atividade enzimatica é inibida por zinco e cobre, sendo que
os ions Mg* e K* sdo importantes para a estabilidade da enzima e o ion Mg*? tem efeito
estimulatério sobre sua atividade (CAVAILLE e COMBES, 1995; PEREIRA-RODRIGUES
et al., 2012). No sitio ativo desta enzima, 0s grupos envolvidos na catalise enzimatica sao
dois residuos de &cido glutamico (Glu482 e Glu551), localizados no centro de cada
mondémero (PEREIRA-RODRIGUES et al., 2012). E ainda caracterizada por possuir alta
atividade hidrolitica (GEKAS e LOPES-LEIVA, 1985), porém apresenta algumas
desvantagens no que diz respeito a sua atividade de transgalactosilacdo e estabilidade
térmica para a producgéo de galacto-oligossacarideos (PARK e OH, 2010).

Industrialmente, a enzima (-galactosidase tem grande importancia tanto por sua
utilizacdo no rompimento das ligagdes glicosidicas da lactose, formando uma solucao de
glicose e galactose, com leve aumento do sabor doce, como por sua fungéo de catalisador
na sintese de oligossacarideos. Além disso, sua importancia reside também na reducao de
problemas como eliminacdo do soro, cristalizacdo da lactose em alimentos congelados e
o consumo de leite e derivados por pessoas intolerantes a lactose (ALMEIDA et al., 2004;
SANTOS et al., 2009).

A enzima 3-galactosidase € usada tanto para catalisar as reacdes de hidrolise como
as de transgalactosilacdo, ou seja, a enzima transfere a unidade de galactose para um
aceptor que contenha um grupo hidroxila. Na hidrélise, com a 4gua atuando como aceptor,
séo formadas glicose e galactose. Contudo, a lactose presente na solucao pode também
servir como aceptor e, assim, sdo formados os galacto-oligossacarideos por meio da

reacdo de transgalactosilagcéo (LISBOA et al., 2012).
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A Figura 2.8 mostra o esquema das duas rotas de conversao da lactose por meio

da enzima (3-galactosidase.

H
H W _OH
HO ['
| — W
H o
H on

Lactose Galactose Glicose

GOS

Figura 2.8 - Rotas enzimaticas da conversao da 3-galactosidase
Fonte: Adaptado de Martins e Burket (2009).

2.6.1 Mecanismo de a¢ao da enzima B-galactosidase

Embora estejam disponiveis na literatura varios trabalhos sobre a cinética de varias
fontes de B-galactosidase, sobre 0 seu mecanismo de acao pouco se sabe. A acao da B-
galactosidase pode ser descrita por um mecanismo geral, envolvendo um minimo de trés
etapas, as quais envolvem tanto as reag¢fes de hidrélise como as reagdes do grupo

galactosil, esquematizados da seguinte maneira (MAHONEY, 1998):

enzima + lactose ___ enzima-lactose
enzima—lactose —»  galactosil-enzima + glicose

galactosil-enzima + aceptor —» galactosil-aceptor + enzima

A Figura 2.9 apresenta um esquema do mecanismo de acéo da B-galactosidase de

natureza transgalactosidica.
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Figura 2.9 - Mecanismo de reacao proposto para agdo da enzima (-galactosidase sobre
a lactose. LAC, lactose; GAL, galactose; GAL+, estado de transicdo da galactose; GLC,
glicose; ROH, acucar receptor e GAL-OR, acucar galactosil (oligossacarideos)

Fonte: Adaptado de Mahoney (1998).

O mecanismo da agao da enzima B-galactosidase descrito na Figura 2.9 indica que
a mesma pode transferir galactose aos receptores nucleofilicos contendo um grupo
hidroxila. Quando o receptor é agua, o resultado é galactose; quando o receptor € um outro
acucar, o resultado é di-, tri- e sacarideos maiores, chamados de forma coletiva de
oligossacarideos. Uma vez que todos o0s acUcares presentes podem atuar como
receptores, o resultado é uma mistura complexa (MAHONEY, 1998).

Trabalhos indicam que [(-galactosidases de diferentes fontes resultam em
diferentes quantidades e natureza dos oligossacarideos. Outros parametros principais que
influenciam na formacgé&o de oligossacarideos sdo o tempo de reagdo, a concentragdo e a
natureza do substrato. No caso da enzima de Escherichia coli, ela também é afetada pelo
pH, concentracdo de Mg?* e configuracdo anomérica de lactose (HUBER et al., 1976).

A converséo da lactose em GOS por acdo da enzima B-galactosidase € uma reagao
cineticamente controlada e responde a um modelo de competicdo Figura 2.9 entre areacao
de transgalactosilacdo e hidrélise. O mecanismo bioquimico de sintese de GOS é
complexo e pode ser resumido da seguinte forma: o primeiro passo é a formacdo de um
complexo enzima-galactosil e a simultanea liberacéo da glicose. Em uma segunda etapa,
0 complexo enzimagalactosil é transferido para um aceptor que contenha um grupo hidroxil.

Em uma solucdo com baixa concentracédo de lactose, agua, em vez de outros acucares €



29

mais competitiva para ser o aceptor deste complexo, sendo liberada, neste caso, a
galactose (MAHONEY, 1998; GOSLIN et al.,2010; TORRES et al.,2010).

Por outro lado, se a concentracao de lactose no sistema for alta, as moléculas de
lactose e demais mono, di e oligossacarideos, tém mais chances de atuarem como
aceptores do complexo enzima-galactosil, formando, assim, os GOS (TORRES et al., 2010;
MICHELON et al., 2014). Enzimas B-galactosidases oriundas de fontes distintas diferem
guanto a seletividade a 4gua e as moléculas de aclcar, e que mesmo em concentracdes
iguais de lactose inicial, resultam em rendimentos de GOS, estruturas e tipos de ligacbes
glicosidicas diferentes (GOSLIN et al., 2010; OTIENO et al., 2010).

Em geral, a quantidade total de oligossacarideos formados varia de 1 a 45 % dos
acucares totais presentes (PRENOSIL et al., 1987). Entre as enzimas de interesse
comercial, a B-galactosidase de Aspergillus niger produz menos oligossacarideos que a de
Aspergillus oryzae e a de Kluyveromyces lactis produz menos do que a de Kluyveromyces
fragilis (OTIENO et al., 2010).

A concentracdo de oligossacarideos depende da sua velocidade relativa de
formacdo e decomposicdo por hidrélise. Consequentemente, 0s niveis variam com as
mudancas do grau de hidrdlise da lactose que ocorrem durante a rea¢do, em consequéncia
dos diferentes niveis de receptores.

2.6.2 Aplicacoes da B-galactosidase

Os beneficios nutricionais e tecnoldgicos do uso da enzima B-galatosidase vem
sendo estudados. Alguns estudos (LI et al., 2012; JIMENEZ et al., 2014; DE VRESE et al.,
2015; ROSKAR et al., 2017) foram realizados com uso de administracdo oral da enzima
microbiana em individuos com intolerancia a lactose, e os efeitos da intolerancia foram
minimizados.

Algumas preparagbes comerciais disponiveis contendo a enzima (-galactosidase
estdo apresentadas na Tabela 2.4. Com base nela, pode-se constatar que a maioria das
B-galactosidases comerciais destinadas a aplicacdo industrial sdo provenientes da
levedura Kluyveromyces lactis, apresentando atividade enzimatica variavel com valores
entre 2000 e 6500 U mL* (1 unidade de atividade da B-galactosidase -1 U — é definida
como a quantidade de enzima capaz de hidrolisar 1 pmol de substrato por minuto).

As preparacdes enzimaticas para administracéo oral sdo exclusivamente originérias
de Aspergillus oryzae, com atividade variando entre 1000 e 10000 U mL™. H4, ainda, os
padrbes analiticos de 3-galactosidase (SIGMA ALDRICH, 2018 a, b e c), provenientes de
diferentes fontes microbianas, como Escherichia coli, Kluyveromyces lactis e Aspergillus

oryzae, com atividade variavel conforme a fonte microbiana (entre 8 e 15 000 U mL™).
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Com relagéo ao seu uso em alimentos, a -galactosidase é utilizada na fabricacéo

de varios produtos, dentre eles: leite com teor reduzido ou zero lactose, produtos lacteos

livres de lactose, como: iogurte; sorvetes; leite condensado; creme de leite; doce de leite e

queijos; incorporacdo em medicamentos para individuos com intolerancia a lactose;

producdo de xaropes alimenticios; tratamento da lactose contida no soro e permeado do

soro e producao de galacto-oligossacarideos (SABIQ et al., 2017).

Tabela 2.4 - Preparagdes enzimaticas comerciais contendo -galactosidases.

Micro- Atividade
Produto Empresa Organismo (U mL) Referéncia
originario
Kluyveromyces Novozymes
®
Lactozym®Pure  Novozymes lactis 6500 (2018)
o Maxilact® Danisco Kluyveromyces 5500 _3500  Dsm (2018)
Aplicacdo lactis
Industrial Granolact® Kluyveromyces Granotec
6500L Granolab lactis 6500 (2018)
Biolacta® N5 Daiwa Kasei Bacillus 2000 Warerdam et
circulans al., (2013)
Dairy Digestive Aspergillus
Supplement - Equate orvzae 9000 Equate (2013)
Lactase® y
Deslac® Maxinutri Astf’rigg“s 2500 - 10000 M(‘;’g;‘g)t”
Enzima . Aspergillus .
Lactase® Muwiz oryzae 4500 Muwiz (2018)
Administracdo i
Oral ¢ Kal Lactase® Kal Asopr(}e/rzglllelzus 1000 Sg%risé(;n
Lacdose® Lacdose Aspergillus 1875 Webmd (2018)
oryzae
Lactaid® Lactaid As(f’rf/g!“s 9000 Lactaid (2018)
Aspergillus Eurofarma
®
Perlatte Eurofarma oryzae 9000 (2018)
G5635 Siama Adrich Escherichia 1000; 3000; Sigma Adrich
SIGMA® g coll 5000 e 15000 (2018 b)
Padréo G3665 , . Kluyveromyces Sigma Adrich
Analitico sigma®  SlgmaAdrich lactis 22600 (2018 ¢)
G5160 : . Aspergillus 8;25;125 e Sigma Adrich
SIGMA® Sigma Adrich oryzae 500 (2018 a)

Fonte: A autora.
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2.7 Probioéticos, Prebidticos e Simbioticos

Probidticos séo definidos como microrganismos vivos 0Ss quais quando
administrados em quantidades adequadas conferem beneficios a satude do hospedeiro
(OLIVEIRA et al, 2017). Contudo, para conferir beneficios a saude, as bactérias probioticas
devem chegar ao intestino vivas e em quantidades suficientes, em torno de 6 a 7 log UFC
/ g (KUMAR e KUMAR, 2016). O emprego de bactérias probidticas em produtos lacteos
fermentados tem sido amplamente estudado devido as dificuldades de manutencédo da
viabilidade destes microrganismos ao longo da estocagem refrigerada. Alimentos
probidticos devem conter linhagens especificas de microrganismos probiéticos e manter
um nivel apropriado de células viaveis durante o armazenamento do produto, sem interferir
no sabor e textura (GALLINA et al., 2012).

Os prebioticos sdo moléculas que fornecem nutrientes para as bactérias benéficas
do célon, que ndo sao absorvidos nem hidrolisados pelas enzimas digestivas ha parte
superior do trato gastrointestinal. Desta forma, prebidticos sdo ingredientes alimenticios
ndo digeriveis, que estimulam seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias
benéficas no célon, como as bifidobactérias e os lactobacilos, em detrimento da diminuicédo
de bactérias patogénicas como Clostridium difficile, conferindo beneficios a saude do
hospedeiro (WANG e GIBSON, 1993; GIBSON e ROBERFROID, 1995; SAAD, 2006). Além
do efeito desejavel do aumento de bifidobactérias e lactobacilos, acidos graxos de cadeia
curta sdo produzidos como produtos finais da fermentagdo com oligossacarideos, com
implicacdes positivas na prevencdo do cancer de célon (CUMMINGS, 1981, SLAVIN,
2013).

Simbiéticos sao produtos que contém uma combinacado de probiéticos e prebibticos
(CRITTENDEN et al., 2001). Esta associacao beneficia o hospedeiro, pois h& introducéo
direta de bactérias vidveis no organismo pela ingestéo das culturas probiéticas, e promocao
do crescimento de bactérias benéficas ja existentes no célon por meio da fermentagéo
seletiva do prebiético (MATILLA-SANDHOLM et al., 2002). No entanto, tais produtos s6
séo viaveis quando a composicdo de cada agente isolado é adequada, ou seja, sdo
necessarias culturas probidticas em contagens superiores a 10° UFC g e prebiéticos,
como a inulina, em teores minimos de 1,5 g na porgéo diaria, para alimentos liquidos
(GRANATO et al., 2010).

Segundo Delzenne e Roberfroid (1994), carboidratos n&o digeriveis incluem
diversos compostos como amido resistente, polissacarideos de parede celular, pectinas,
gomas, hemicelulases e oligossacarideos. No entanto, nem todos séo classificados como
prebidticos, pois o processo de fermentacdo no coélon ndo é especifico, uma vez que

diferentes espécies de bactérias, incluindo as potencialmente prejudiciais, tém o
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crescimento e/ou atividade metabdlica estimulada (DRASAR et al., 1976; MACZULAK et
al., 1993; WANG e GIBSON, 1993).

Os carboidratos nao digeriveis que satisfazem os critérios para serem considerados
prebidticos séo a lactulose e os galacto-oligossacarideos (GOS), obtidos a partir da lactose,
e os fruto-oligossacarideos (FOS), obtidos a partir da sacarose, sendo os dois ultimos os
ingredientes alimenticios funcionais mais utilizados (GIBSON et al., 2004; MANUCCI,
2009), contudo, existem pesquisas sendo feitas para avaliar o potencial prebiético de novos
oligossacarideos como lactosacarose, sintetizada a partir de sacarose e lactose, por
levansacarases, p-galactosidases e B-frutosidases; xilo-oligossacarideos, obtidos por
hidrélise enzimatica usando B-xilanase; glico-oligossacarideos, sintetizados empregando
sacarose mediante glicosiltransferase como altenansacarases ou dextransacarases, entre
outros (MANUCCI, 2009; KLEIN et al., 2012), como mostra a Figura 2.10.

Beterraba gl
T 1 Transgalaclosilacio Fruto-ofigossacarideos
gy il Transgalaclosilacio > Isomaltulose
PR - Transgalactosilacio . ;- soccacarose
Extragio Isomerizagdo > Lactulose
Lactose Transgalactosilaco > Galacto-ofigossacarideos
- Transgalactosilagio . Glicosilssacarose
Amido Yiﬂnﬁlise ————L(ansgalacoslao s giciodextrana
Amido soliuvel |_) SR Gt
Hidrdlise > Isomalto-oligossacarideos
Transgalaclosilagio i
L Hidrélise > Gentio-oligossacaride
Soja \ : Transgalactosilagio  ~ 3 =
Amido solivel = ! yvi
= Hidrdlise > Xilo-oligossacarideos

Figura 2.10 - Representagdo esquematica do processo de producao de oligossacarideos.
Fonte: Adaptado de Fonseca (2010).
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2.8 Oligossacarideos

Os oligossacarideos estdo incluidos entre os alimentos funcionais por serem
considerados prebidticos. Com base nas propriedades fisiologicas, os carboidratos podem
ser classificados como digeriveis ou ndo digeriveis. O conceito de ndo digestivel se origina
da observacdo de que o atomo de carbono anomérico (C1 e C2) das unidades de
monossacarideo, de alguns oligossacarideos dietéticos, possui uma configuracdo que
impede que sua ligacao glicosidica seja quebrada pelas enzimas digestivas do organismo
humano (ROBERFROID e SLAVIN, 2000).

Os carboidratos podem ser classificados de acordo com a sua massa molar ou do
grau de polimerizagdo (numero de unidades de monossacarideo combinados), em
monossacarideos, oligossacarideos ou polissacarideos. De acordo com a nomenclatura
da International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), oligossacarideos sao
definidos como sacarideos contendo entre 3 e 10 moléculas de agucar. De acordo com
Almeida e Pastore (2004), os oligossacarideos sdo definidos como carboidratos que
contém entre 2 e 10 monossacarideos, covalentemente ligados por meio de ligacbes
glicosidicas. Outras autoridades ampliam este limite para 19 moléculas de acUcar.
Entretanto, ndo ha uma razéao racional fisiolégica ou quimica, para fixacado destes limites
(VORAGEN, 1998).

Alguns oligossacarideos sdo encontrados na forma livre em frutas, vegetais, leite e
mel, como os dissacarideos lactose e sacarose; outros como a maltose e a celobiose sdo
obtidos a partir de hidrélise quimica ou enzimética do amido e celulose, respectivamente
(HIRAYAMA, 2002; ALMEIDA e PASTORE, 2004). Hexassacarideos, heptassacarideos e
nonassacarideos também tém sido obtidos por via sintética, a partir de reacdes de sintese
organica mediadas por enzimas microbianas como hidrolases e transferases (MONSAN e
PAUL, 1995).

Os oligossacarideos séo soluveis em agua e possuem um baixo poder adocgante,
correspondendo a aproximadamente 0,3 a 0,6 vezes em relacdo a sacarose. A dogura dos
produtos contendo oligossacarideos esta diretamente relacionada com a estrutura quimica,
a massa molecular e niveis de mono e dissacarideos presentes na mistura. E importante
ressaltar que a dogura relativamente baixa dos oligossacarideos, torna-os bastante
desejaveis como ingredientes em produtos onde existe necessidade de acentuar a textura,
0 sabor e outras propriedades de alimentos com uma docura reduzida (DAVIES et al.,
2001).

Na literatura, um grande nimero de pesquisas sobre a producéo e aplicacdo de
oligossacarideos e polissacarideos tém surgido devido as suas propriedades fisioldgicas e

tecnolégicas. Baseando-se em suas propriedades fisico-quimicas e bioquimicas, os
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oligossacarideos tém encontrado aplicacdo na industria de alimentos, em produtos
utilizados para a alimentacdo humana (bebidas, adogantes, formulacédo de leite em p6
infantil), animal (racdo animal com inibidor de salmonela) e aplicagdo medicinal
(cosmeéticos, produtos farmacéuticos e produtos para diabéticos). Entretanto, o principal
interesse na producdo de oligossacarideos ndo se encontra particularmente no seu uso
como adocante alternativo, mas sim no estimulo da produgéo de bifidobactérias (DAVIES
et al., 2001). Os oligossacarideos podem ser utilizados em processos bioldgicos de
reconhecimento, como infeccdes virais e bacterianas, adesao celular, transducao de sinais
e comunicacodes intercelulares (DAVIES et al., 2001, BARRETEAU et al., 2006).

Vérios oligossacarideos nao sao digeriveis pelo organismo humano, pois néo
possuem as enzimas necessarias para romper as ligagdes do tipo B formadas pelas
unidades de monossacarideos. Outros oligossacarideos sao parcialmente hidrolisados no
trato gastrointestinal e podem resultar na formacdo de carboidratos essenciais para a
saude, os quais servem de substratos e reguladores para a maioria das rotas metabdlicas
(MACFARLANE et al., 2008). Os monossacarideos resultantes desta hidrélise parcial sdo
transportados pelo sangue até o figado e, posteriormente, para a circulagdo sistémica.
Estes carboidratos sdo essenciais para a saude, servem como substratos e reguladores
das principais vias metabdlicas (DELZENNE e ROBERFROIDD, 1994).

Exemplo de oligossacarideo produzido comercialmente é a inulina, cujo uso em
alimentos e os efeitos fisiol6gicos associados aos seres humanos tém sido estudados nas
tltimas duas décadas. A inulina é reserva de carboidrato em muitas plantas dicotiledéneas
e pode ser extraida de raizes de chicoria e de outros vegetais (RUPEREZ, 1998).

Os fruto-oligossacarideos podem ser obtidos por meio da hidrolise acida ou
enzimatica de polissacarideos como a inulina e o levana ou pela polimeriza¢do da molécula
de sacarose, realizada por meio das enzimas B-frutofuranosidase ou frutosiltransferase,
presentes em plantas, bactérias, leveduras e fungos filamentosos (SANGEETHA et al.,
2005; ARRIZON et al., 2012). A oligofrutose é um fruto-oligossacarideo importante na
industria de alimentos funcionais, sendo formado por 2 a 4 unidades de frutose ligadas a
um residuo terminal de glicose (PASSOS e PARK, 2003).

Industrialmente, os xilo-oligossacarideos (XOS) podem ser obtidos a partir de
materiais lignoceluldsicos ricos em xilana, como residuos florestais e subprodutos
agroindustriais (fontes abundantes de biomassa lignoceluldsica). A solubilizacdo e/ou
hidrélise da xilana, presente na fracdo hemiceluldsica, em oligdmeros de xilose, pode ser
realizada por diferentes processos, tais como, auto-hidrélise em agua liquida ou exploséo
a vapor, pré-tratamentos quimicos em solucfes acidas diluidas ou oxidativas, extraces
alcali diluida ou organossolve e hidrolise enziméatica direta da biomassa (QING et al., 2013;

VAZQUEZ et al., 2000). Dentre os diferentes processos de producéo de XOS, a via
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enzimatica, por acdo de endoxilanases, é a mais desejavel devido a auséncia de
subprodutos gerados durante a hidrolise e baixa formagcdo de monémeros de acgulcares,
sem o uso de equipamentos especiais, além de se tratar de um processo limpo que ocorre
em condicbes amenas de pH e temperatura, podendo realizar o reuso das enzimas em
alguns casos (imobilizadas).

Os oligossacarideos nao digeriveis mais utilizados como ingredientes em alimentos
sao os fruto-oligossacarideos e galacto-oligossacarideos, que sao geralmente produzidos

por transglicosilacdo enzimatica (SAKO et al., 1999).

2.9 Galacto-oligossacarideos (GOS)

Os galacto-oligossacarideos (GOS) sdo os oligossacarideos provenientes da
galactose. Estéo incluidos entre os oligossacarideos nado digeriveis (NDO, Non Digestible
Oligosaccharides) e licenciado como aditivo de alimentos FOSHU (Foods for Specified
Health Use) pelo Ministério da Saude do Japao (SAKO et al., 1999).

Quimicamente, os GOS sdo formados por moléculas de galactose ligadas a glicose,
sendo formados de tri a decassacarideos com 2 a 9 unidades de galactose,
respectivamente (Li et al., 2008). Embora tenha sido relatado que possam ser formados
produtos transgalactosilados decassacarideos, ndo € usual serem produzidos GOS com
cadeias tdo extensas (MUSSATTO e MANCILHA, 2007). De acordo com Mahoney (1998),
a baixa efetividade da B-galactosidase em produzir GOS de maior massa molecular é
explicada pela competitividade da reacao de transgalactosilacdo com a de hidrdlise.

Em termos de estrutura quimica, os GOS podem diferir em relagdo a seguintes
caracteristicas: composicao, regioquimica, ligacao glicosidica e grau de polimerizacdo
(Figura 2.11). Estas propriedades sao dependentes do mecanismo do biocatalisador
utilizado e das demais condi¢des reacionais do processo (FRENZEL et al., 2015; GOSLIN
et al., 2010).
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Figura 2.11 - Exemplos de diferentes estruturas de GOS: (A) composic¢ao; (B) regioquimica;
(C) grau de polimerizacao.

Fonte: Adaptado de Goslin et al., (2010).

E comum encontrar dissacarideos transgalactosilados, consistindo em galactose e
glicose com ligagdes B-glicosidicas diferentes da lactose ou com duas unidades de
galactose (PARK e OH, 2010; SAKO et al., 1999). E valido ressaltar que todos os tipos de
GOS, incluindo os dissacarideos transgalactosilados, sdo considerados oligossacarideos
ndo digeriveis e apresentam propriedades fisiologicas similares, apesar de algumas
particularidades e especificidades (CARDELLE-COBAS et al., 2011).

Comercialmente, os GOS sdo uma mistura de varias espécies moleculares de
oligossacarideos (mais que 55 %), lactose (aproximadamente 20 %), glicose
(aproximadamente 20 %) e uma pequena quantidade de galactose, sendo comercializados
na forma liquida ou em pd. Os galacto-oligossacarideos podem ser usados como adocante,
em produtos como: leite fermentado, paes, geleias, bebidas e produtos de confeitaria. O
pao é um alimento apropriado para a sua inclusao, pois durante a fermentacdo com a
levedura e o cozimento, os GOS néo séo degradados e auxiliam no sabor e textura. Leite
fermentado com adi¢éo de GOS é produzido no Japéo e na Europa (CARDELLE-COBAS
et al., 2011).
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Geralmente, a ocorréncia de trissacarideos é dominante na maioria dos produtos
de GOS comerciais. As ligacdes glicosidicas entre duas unidades de galactose séo
principalmente ligacdes B- (1 — 4), quando as B-galactosidases derivadas de Bacillus
circulans e Cryptococcus laurentii sdo utilizadas para a producdo de Vivinal GOS pela
FrieslandCampina Domo (Holanda) e produtos CUP-oligo pela Nissan. Fabricacdo co.
(Japéo), respectivamente (TZORTZIS e VULEVIC, 2009). As enzimas de B. circulans
também produzem outras ligacdes glicosidicas em seus produtos GOS como B- (1 — 6),
B- (1 — 3) e B- (1 — 2), mas sua quantidade é muito baixa em comparacdo com produtos
ligados a B- (1 — 4) (NAKAYAMA e AMACHI, 1999). Os produtos farmacéuticos da Yakult
(Japao) usam Aspergillus oryzae e Streptococcus thermophilus como fonte de B-
galactosidase para seus derivados de Oligomatoma 55, que possuem predominantemente
ligacdes B- (1 — 6), embora atualmente eles também estejam usando B. circulans para
produzir produtos ligados a - (1 — 4). A Yakult também esta considerando um sistema
enzimatico duplo, combinando a atividade das B-galactosidases de A. oryzae e B. circulans
para produzir a mistura GOS de ligagbes B- (1 — 4) e B- (1 — 6). Outro produto da Yakult,
trans-galacto-oligossacarideos (TOS), tem ligagdes B- (1 — 4), predominantemente. A
Tabela 2.5 relne as caracteristicas dos principais galacto-oligosscarideos disponiveis
comercialmente.

Os GOS podem ser utilizados como aditivo alimentar em uma ampla variedade de
alimentos, tais como produtos lacteos fermentados, paes, doces, confeitos, bebidas, etc.,
pois sdo mais estaveis que os FOS em condicdes de temperatura e acidez elevadas (SAKO
et al.,, 1999). Além disso, apresentam caracteristicas fisico-quimicas e propriedades
fisiologicas importantes e benéficas para a saude dos consumidores. Entre estas
propriedades destacam-se 0 baixo valor calérico, a atividade anticarcinogénica e a
capacidade de estimular o crescimento de bactérias no célon. Seu uso também esta
associado a um menor risco de infec¢des e diarreia e a uma melhoria da resposta do
sistema imunoldgico. Devido a diminui¢do do pH intestinal causada por sua fermentacao,
0s GOS provocam uma reducdo dos patdgenos da flora, um aumento da populacéo de
bifidobactéria e da disponibilidade dos minerais (RIVERO-URGELL et al., 2005;
MUSSATTO e MANCILHA, 2007).

De acordo com Saad (2006), outra vantagem apresentada por estes compostos &
o fato de n&o serem utilizados como substrato por Streptococcus mutans, o micro-
organismo responsavel pelo aparecimento das caries. A ingestdo de oligossacarideos
estimula a proliferacdo de Bifidobacterium e Lactobacillus no intestino, ocasionando um
consideravel beneficio a satde humana (ALANDER et al., 2001). Um outro beneficio que
resulta da transformacéo de lactose em galacto-oligossacarideos é a producéo de um leite

com baixa concentracao de lactose.
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Fonte Ligacso % Total de
de Glic%sgidica AcUcares Referéncias
B-galactosidase GOS
Nissin sugar Mfg. Co. Ltd.
Tokyo, Japan.
http://www.nissin-sugar.co.jp
CUP-oligo H-70 (Liquido) 75 Tzortzis e
Cryptococcus B-(104) Vulevic, 2009;
CUP-oligo P (P6) laurentii 70 Crittenden e
Playne, 1996
Yakult Pharmaceutical
Industry Co., Ltd.Tokyo,
Japan.
http://www.yakult.co.jp/ypi/en
[origomate.htm
. Lo A. Spletchtna et al.
Ollgomatfz 55N (Liquido) / oryzael/S.thermophill B-(1—6) >55 2006; Katta et al.,
55NP (P6) us 2000
K.
Oligomate 55N / 55P Iactis/SporoboIomyce B-(1—>4/6) _ g/loegium()to et al.,
s singlularis
TOS-100 (P96) Bacillus circulans B-(1—4) 99
FrieslandCampina Domo
EMEA Amersfoort, The
Netherlands.
http://www.vivinalgos.com/
) ) Tzortzis e
- ) Bacillus circulans Vulevic, 2009:
Vivinal-GOS (P0) B-(1—>4) ~60 Coulier et al.,
2009; Sinclair et
al., 2009.
Clasado Ltd. Milton
Keynes, England.
http://www.clasado.com/
. ) Bifidobacterium Tzortzis e
Bimuno (P6) bifidum B-(1—3) 52 Vulevic,  2009;
Silk et al., 2009.
Corn Products Intl., Inc.
(USA)
http://www.cornproductsus.c
om/products/food-
ingredients/health-and-
wellness.php
Bacillus circulans
Purimune (P6) B-(1—4) 290 -

Fonte: A autora.
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A docura relativamente baixa torna os oligossacarideos Uteis na produgdo de
alimentos, quando um agente de volume com dogura reduzida é desejavel para aumentar
outros sabores/odores do alimento. No caso de alimentos muito doces, podem ser
utiizados como agente de volume em conjunto com edulcorantes artificiais, como o
aspartame ou sucralose, por exemplo, com a vantagem para disfarcar o sabor residual
produzido por alguns edulcorantes. Além disso, quando comparado com mono e
dissacarideos, a maior massa molar dos oligossacarideos proporciona aumento da
viscosidade, produzindo alimentos mais encorpados (CRITTENDEN e PLAYNE, 1996).

As doses diarias efetivas de galacto-oligossacarideos na forma pura séo entre 2,0
a 2,5 g. Sua indigestibilidade se da porque apresentam configuracdo 3 e as enzimas
digestivas gastrointestinais humanas sao, principalmente, especificas para ligacéo a. Isto
faz os GOS resistentes a digestao e absorgdo no intestino permitindo que atinjam o ceco
e 0 coblon, onde sao fermentados por bactérias. O fato dos oligossacarideos ndo serem
digeridos pelos sucos digestivos humanos leva a comparacdo destas com as fibras, e os
beneficios a saude assemelham-se aos atribuidos as dietas ricas em fibras. Entretanto,
ndo apresentam os efeitos fisicos destas, como o aumento da viscosidade, e a contribuicdo
ocorre devido as caracteristicas fermentativas. As vantagens dos oligossacarideos sobre
as fibras estdo em requererem menores doses recomendadas, serem levemente
adocicados, nao apresentarem textura e sabor desagradaveis, serem completamente
soluveis em agua, ndo se ligarem com minerais, serem fisicamente estaveis e mais faceis
de incorporar em alimentos e bebidas processados (TOMOMATSU, 1994).

Ha uma ampla variedade de aplicagbes para os GOS como ingredientes a serem
explorados na industria de alimentos, permitindo agregar beneficios nutricionais e
sensoriais a alimentos ja existentes e novos produtos.

A projecdo do segmento para ingredientes prebioticos, elaborada nos Estados
Unidos, indica que este mercado esta crescendo a uma taxa anual média de 5,2 %, de
2013 a 2019. O mercado foi avaliado em US$ 11,16 bilhdes de délares em 2012, devendo
alcancar US$ 15,90 bilhdes em 2019 (Transparency Market Research, 2014).

2.9.1 CondicOes para a Formacao de GOS

Galacto-oligossacarideos produzidos pela agdo da enzima 3-galactosidase sobre a
lactose foram identificados pela primeira vez no inicio da década de 50. Quatro tipos de
GOS foram formados utilizando (-galactosidase de Kluyveromyces lactis (ARONSON,
1952; PAZUR, 1954), e trés tipos com B-galactosidase de E. coli (ARONSON, 1952). Desde
entdo, varios estudos foram realizados para a sintese enzimatica de GOS e diferentes

resultados foram observados.
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As principais conclusfes obtidas foram as seguintes: (a) dependendo da fonte de
B-galactosidase existem grandes diferencas entre a quantidade, o grau de polimerizacéo e
o tipo de galacto-oligossacarideos formados (BOON et al., 2000); (b) o aumento da
concentracdo da enzima ndo é proporcional ao aumento da concentracdo de
oligossacarideos (CHOCKCHAISAWASDEE et al., 2005); (c) a concentracdo inicial de
lactose € o fator mais importante que afeta a formacao de GOS. Em concentracdes baixas
de lactose, a reacdo de hidrélise € predominante, enquanto a formacdo de GOS é
observada em elevadas concentra¢cBes de lactose (ALBAYRAK e YANG, 2002). Zhou e
Chen (2001) citam que, uma maior quantidade de GOS € obtida com maior concentracao
de lactose, pois numa solugéo de baixa concentracao de lactose, a 4gua € mais competitiva
para ser um aceptor para o grupo -galactosil, do que os agucares presentes na solugéo.
Os mesmos autores relataram um aumento na producéo de GOS de 2 % a 32 % quando
a concentracgdo inicial de lactose aumentou de 14 a 40 % (m v1).

Nos trabalhos de Albayrak e Yang (2002) e Hsu et al., (2007), os autores
observaram que a formagdo de GOS €& acompanhada por uma réapida diminuicdo da
concentracdo da lactose no inicio da reagdo e, com o passar do tempo de reacao, a
concentracdo de GOS diminui, enquanto a concentragéo de galactose aumenta, indicando
que transgalactosilagédo predomina no inicio da reacgéo.

De acordo com Lopez-Leiva e Gusman (1995), a fonte e concentracdo da enzima,
o tempo de reacao, a temperatura e o pH do processo, a concentragdo inicial de lactose e
a presenca de inibidores ou ativadores especificos para a enzima, tém influéncia sobre a
gquantidade de GOS formada.

Boon et al., (2000) investigaram o efeito da temperatura e da origem da enzima na
sintese de oligossacarideos. Foram testadas varias temperaturas (20, 30, 40 e 50 °C) e foi
usada a B-galactosidase de Bacillus circulans, Aspergillus oryzae, Kluyveromyces lactis e
Kluyveromyces fragilis. O rendimento em oligossacarideos foi ligeiramente mais elevado
(24 mol L) em temperaturas mais altas, sendo considerado uma vantagem adicional a
influéncia da maior concentragéo inicial da lactose.

Chen et al., (2003) verificaram que o rendimento total da produgdo em
oligossacarideos, utilizando a enzima (-galactosidadase de Aspergillus oryzae, aumentava
gradualmente com temperaturas de 35 — 47 °C, mas diminuia quando a temperatura

excedia 47 °C, justificado por uma possivel desnaturagédo da enzima.
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Tabela 2.6 - Condig6es para formagao de GOS a partir de B-galactosidase de leveduras,

bactérias e fungos.

Tem Lactose Méx.
Fonte da Enzima pH on' Inicial producao Referéncia
(g.L Y GOS %

Leveduras

Saccharomyces fragilis 6,2 35 500 21,2 Manucci, 2009

Kluyveromyces maxianus 7,0 40 200 13 Kim et al., 2001

var. lactis OE-20

Kluyveromyces lactis 6,5 50 250 14,05 Martinez-
Villaluenga et al.,
2008

Kluyveromyces lactis 6,5 50 400 31 Sanz Valero, 2009

Kluyveromyces lactis 8,0 40 352 35 Sun et al., 2016

Bactérias

Saccharopolyspora 7 70 600 41 Nakao et al., 1994

rectivirgula

Sterigmatomyces elviae 50 60 200 63 Onishi e Tanaka,
1995

Thermus aquaticus YT-I. 6,0 70 160 35 Berger et al., 1995

Rhodotorula minuta 6,0 60 200 64 Onishi e Yokozeki,
1996

Sterigmatomyces elviae 4,5 60 360 60 Onishi e Tanaka,
1998

Thermus sp. Z-1 7 70 300 43 Akiyama et al,
2001

Escherichia coli 6,7 37 220 29,7 Chen et al., 2003

Bullera singularis KCTC 5 50 180 5 Cho et al., 2003

75

Thermotoga maritime 6 80 500 39 Ji et al., 2005

Bifidobacterium  bifidum 6,8 40 400 43 Goulas et al., 2007

NCIMB 41171

Bifidobacterium longum 6,8 45 400 30,1 Hsu et al., 2007

BCRC 157

Bacillus circulans 6,0 40 400 40 Sanz Valero, 2009

Bifidobacterium bifidum 6,5 55 430 441 Osman et al,
(2016)

Fungos

Aspergillus niger 4,5 45 250 - Wierzbicki e
Kosikowski, 1972

Aspergillus niger 4,5 45 200 18,9 Kim et al., 1990

Aspergillus niger 4,5 40 400 32 Iwasaki et al,
1996

Penicillium 6,5 50 600 30,5 Cruz et al., 1999

simplicissimum

Scopulariopsi sp 55 45 400 22,6 Almeida, 2003

Aspergillus oryzae 4,5 55 200 17 Gaur et. al., 2006

Penicilium expansum F3 54 50 380 28,7 Li et al., 2008

Aspergillus Oryzae 4,5 37 400 25 Sanz-Valero, 2009

Aspergillus Oryzae 4,5 40 500 26 Neril, 2008

Aspergillus Oryzae 4,5 40 400 21 Frenzel et al.,

2015

Fonte: A autora.
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Chockchaisawasdee et al., (2005) estudaram a sintese de galacto-oligossacaridos
de B-galactosidase de Kluyveromyces lactis (Maxilact® L2000) utilizando como substrato
lactose. Para o estudo da sintese enzimética variaram a concentracdo de lactose de 220 a
400 mg mL* e concentracdo de enzima de 3 a 9 U mL*! a 40 °C e pH 7. A maxima
concentracdo de GOS (99 mg mL™?) foi observada quando o sistema foi composto por 400
mg mL* de lactose e 5,8 U mL™.

Santos (2006), com o propésito de avaliar o efeito da concentragcdao de [3-
galactosidase na sintese de GOS, testou varias concentracbes da enzima. Com as
menores concentracdes de enzima (0,5; 1 e 2 U mL) ocorreu aumento gradativo da
sintese de GOS. Nas concentracdes mais elevadas (6 - 8 U mL™), o maior rendimento foi
verificado em 24 h de reagéo, ocorrendo em seguida uma diminuicdo da producgdo. O
mesmo autor estudou o efeito da concentragéo de lactose em trés diferentes niveis (10, 25
e 40 %) para a producdo de galacto-oligossacarideos, a 40 °C e pH 4,5, utilizando -
galactosidase de Scopulariopsis sp. Observou que o aumento da concentragéo de lactose
no meio influenciou a producdo de GOS, alcangcando a producdo maxima de
oligossacarideos (80,8 mg mL* de 4’galactosil-lactose) em 12 h de reacédo, com 40 % de
lactose.

Alguns estudos avaliaram meios usando solvente aquoso/orgéanico, sendo que 0s
melhores resultados atingidos na literatura foram usando uma raz&o ciclohexano para a
agua de 95 : 5 (SHIN e YANG, 1994; BEDNARSKIi e KULIKOWSKA, 2007). Shin e Yang
(1994) relataram um aumento de 19 % no rendimento de GOS na presenca de ciclohexano
em relacdo ao sistema aquoso. No entanto, estes sistemas parecem inadequados para a
producdo em larga escala de GOS. As baixas atividades da 4gua diminuem a taxa de
reacdo e também a solubilidade dos carboidratos, como lactose (DONG et al., 2015). Além
disso, os solventes organicos reduzem a estabilidade da 3-galactosidase (BEDNARSKI e
KULIKOWSKA, 2007) e eles devem ser removidos do produto, implicando custo adicional
do processo.

Nos trabalhos analisados, o rendimento de GOS foi de 13 a 35 % a partir de enzimas
de leveduras em pH acima de 6,2 e temperatura entre 35 e 50 °C. Quando foram utilizados
fungos, a producéo de GOS foi de 17 a 3 2 % em pH entre 4,5 e 6,5 e temperatura entre
40 e 55 °C. Pelo menos trés trabalhos citam que a producéo de GOS foi de 60 a 64 % a

partir das enzimas bacterianas em pH 4,5 a 6,0 e temperatura 60 °C (Tabela 2.6).

2.10 Enzimas Imobilizadas

A principal desvantagem da utilizacdo de enzimas na forma soluvel, como

catalisador industrial, € sua baixa estabilidade. Para resolver este problema, varias
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abordagens tém sido propostas, tais como a imobilizagdo de enzimas, o uso de glicéis e
outros aditivos estabilizantes, a reticulagdo com agentes bifuncionais, a selecdo de
enzimas de organismos termdfilos ou, ainda, modifica¢cdes quimicas na enzima (LADERO
et al., 2002; GIACOMINI et al, 1998).

Enzimas imobilizadas séo definidas (CHIBATA, 1978) como enzimas fisicamente
confinadas ou localizadas em uma certa regido de espaco com retencéo de suas atividades
cataliticas que podem ser usadas repetidamente e continuamente.

A imobilizacdo de enzimas normalmente € necessaria, pois esta permite numerosas
vantagens, como, por exemplo (ZANIN e MORAES, 2014; GRUNWALD, 2009):

a) A reutilizacao do biocatalisador;

b) A reducgéo do volume de reacdo, pois a enzima imobilizada pode ser utilizada em
alta concentracdo em um menor volume de reator;

c¢) A facilidade do controle operacional, pois operar de forma continua possibilita um
controle mais facil das variaveis do processo;

d) A facil purificagdo do produto sem contaminagdo pelo catalisador, visto que a
enzima imobilizada nédo é solavel no meio de reacao.

A perda de atividade catalitica € uma das grandes preocupa¢des nos processos de
imobilizacdo. O decréscimo verificado na atividade catalitica pode ser causado pela
possivel desnaturacdo proteica da enzima durante o protocolo de imobilizacdo, por
alteracdes conformacionais que se verifiguem na estrutura secundaria e por dificuldades
na transferéncia de massa, no caso de métodos de oclusdo (CABRAL et al., 2003;
CIPOLATTI et al., 2014; GUZIK et al., 2014). Por outro lado, a otimizacdo das condicbes e
metodologias de imobilizacdo para os varios sistemas enzimaticos deve ser feita caso a
caso, de forma empirica, tornando o controle e a modelagdo bastante complexos (CABRAL
et al., 2003).

2.10.1 Efeitos da Imobilizacéo sobre as Propriedades Enzimaticas

Como ja mencionado, as enzimas imobilizadas apresentam varias vantagens na
sua aplicacdo quando comparadas as enzimas sollveis, porém, algumas alteragbes
podem ocorrer nas suas propriedades fisicas e quimicas apds a imobilizagéo, implicando
em mudancas na atividade, estabilidade e cinética da enzima imobilizada. Normalmente as
enzimas imobilizadas mantém sua atividade em condi¢Bes de estocagem especificas de
temperatura e pH. A estabilidade de estocagem das enzimas imobilizadas geralmente é
superior a das soluveis, mas depende do método de imobilizacao do suporte e da solucao
a ser estocada (CHIBATA, 1978; BAGAL e KARVE, 2006).
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A alteracdo no perfil de temperatura pode ser observada entre as enzimas
imobilizadas, que pode ser causada pelos efeitos difusionais, mudangas conformacionais
e efeitos estereoquimicos. Estas podem refletir em um aumento ou diminuicdo da
temperatura 6tima alcangada pela enzima imobilizada em relacéo a soltivel (EMBREGUL
et al., 2006; ZANIN e MORAES, 2014).

Considera-se que as alteragfes nas propriedades enzimaticas sdo causadas por
dois fatores. Um € devido a mudanc¢as na enzima em si e outro deve-se as propriedades
fisicas e quimicas dos suportes usados na imobilizacdo, como descreve-se a seguir:

a) Inativacao durante a imobilizacdo: Pode ocorrer devido as altas temperaturas
ou outras condicdes adversas durante o processo de imobilizagcdo. Em
métodos de imobilizagdo onde ocorre a ligacdo quimica, ha o risco de que um
grupo funcional pertencente ao sitio ativo da enzima faca parte da reacéo, o
que normalmente resulta em perda de atividade (REED e NAGODAWITHANA,
1993; EMBREGUL et al., 2006);

b) Efeitos de transferéncia de massa: A taxa de uma reagéo quimica é influenciada
pela cinética quimica e pelo efeito de transferéncia de massa. Quando as
enzimas sollveis sdo usadas como catalisadores, as limita¢des difusionais séo
normalmente negligenciaveis, exceto quando o substrato est4 presente
principalmente em outra fase, gasosa ou sélida. Todavia, quando as enzimas
séo ligadas ao suporte sélido, limitagcdes de transferéncia de massa ocorrem
frequentemente. A concentracdo de substrato na superficie da particula de
enzima imobilizada é normalmente diferente da concentracdo de substrato no
seio da solugdo. Proximo a superficie estd um filme liquido estagnante, ou uma
camada limite, por meio dos quais substratos e produtos sao transportados por
difus@o. As diferentes concentracfes do filme estagnante sdo devidas as
forcas de difusdo (REED e NAGODAWITHANA, 1993). Na imobilizagcdo em
particulas porosas tem-se limitagbes de transferéncia de massa externa e
interna a particula. Estes efeitos de resisténcia a transferéncia de massa de
substrato e produto, dependendo de sua extensdo, podem constituir a etapa
dominante do processo. Os paradmetros cinéticos determinados sem levar em
consideracdo tais efeitos difusionais sdo normalmente denominados de
aparentes e, via de regra, sao diferentes daqueles determinados para a enzima
na forma soltvel. Os pardmetros cinéticos aparentes séo validos apenas para
a situacado experimental na qual foram determinados. Os parametros cinéticos
determinados na auséncia de limitacdes difusionais sdo denominados
intrinsecos (KHORASHEH et al., 2002, OZDURAL et al., 2003; ZANIN e
MORAES, 2014);
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c) Alteracdes no valor do pH: Quando uma enzima é imobilizada, o pH étimo pode
ou nao se alterar. As alteragdes no pH e na curva atividade/pH, dependem da
carga da molécula da enzima e/ou suporte. Se 0 suporte € carregado, o
comportamento cinético da enzima imobilizada pode diferir ao da enzima
soluvel, mesmo na auséncia de efeitos difusionais. Esse comportamento
modificado pode ser atribuido ao fato de que as concentracdes de espécies
carregadas, tais como substrato, ions hidrogénio ou hidroxila, entre outros, no
microambiente da enzima imobilizada, serem diferentes da solucdo externa,
em razdo das interacdes eletrostaticas com cargas fixas no suporte. Tais
diferencas de concentracao de espécies carregadas podem ser descritas pelo
coeficiente de particdo (ZHOU e CHEN, 2001; TANRISEVEN e DOGAN, 2002;
GRUNWALD, 2009);

d) Alteragbes da Temperatura: Na imobilizacdo de enzimas, alteragbes na
temperatura 6tima de reacdo ocorrem em alguns casos. Essa pode ser maior
do que a da enzima sollvel, em alguns casos, devido a efeitos difusionais,
como por exemplo, no caso de oclusédo e ligacdo a suportes porosos, que
protege a enzima contra desnaturacao térmica, uma vez que a temperatura no
microambiente da enzima imobilizada é menor que na solucdo. Alteracbes
conformacionais e efeitos estereoquimicos podem desempenhar um papel
importante na tolerancia da enzima a desnaturacdo quimica (GRUNWALD
2009; ZANIN e MORAES, 2014). Temperaturas 6timas da enzima imobilizada,
menores e iguais a da enzima nativa também tém sido verificadas (ZANIN e
MORAES, 2014). A interacdo no perfil de temperatura pode ser observada
entre as enzimas sollveis e imobilizadas, o que pode ser causado pelos efeitos
difusionais, mudancas conformacionais e efeitos estereoquimicos. Essas séo
capazes de refletir em um aumento ou diminuicdo da temperatura Otima
alcancada pela enzima imobilizada em relagéo a soluvel (ZHOU e CHEN,
2001; TANRISEVEN e DOGAN, 2002; HAIDER e HUSSAIN, 2007);

e) Especificidade em Relacdo ao Substrato: Quando a enzima € imobilizada, a sua
atividade frequentemente decresce e a especificidade da mesma em relagéo
ao substrato algumas vezes se altera, principalmente quando se trata de
substratos de alto massa molecular, em virtude de alteracdes conformacionais
na enzima e de efeitos estereoquimicos (CHIBATA, 1978; JURADO et al.,
2004);

f) Energia de Ativagdo: A partir dos dados usados para obter o perfil de
atividade/temperatura, € possivel calcular a energia de ativacdo da reacdo

catalisada pela enzima, solivel ou imobilizada. A energia de ativacdo da



46

enzima imobilizada, em alguns casos € igual e em outros casos € menor do
gue aquela da enzima soltvel. Uma energia de ativacdo menor em relagéo a
enzima soluvel indica a presenca de resisténcia a difusdo dos produtos e
substrato, no caso das enzimas imobilizadas. A energia de ativacdo também
depende do substrato, do suporte e do método de imobilizacdo utilizado
(ZANIN e MORAES, 2014).

Nas enzimas imobilizadas por métodos de ligagcdo a suportes porosos ou por
oclusdo em géis e fibras, suas energias de ativacdo deveriam ser, teoricamente, menores
do que as das correspondentes enzimas sollveis. Segundo Kennedy e Cabral (1987), ha
na literatura varias citacdes onde as energias de ativacdo das enzimas imobilizadas foram
praticamente as mesmas das enzimas soluveis (ZANIN e MORAES, 2014), havendo

também algumas citagbes de aumento das mesmas.

2.10.2 Métodos de Imobilizagao Enzimatica

Muitos trabalhos, incluindo patentes, tém sido publicados sobre técnicas de
imobilizac&o de enzimas. Centenas de enzimas tém sido imobilizadas de diferentes formas
e, aproximadamente uma duzia delas (amino acilase, penicilina G acilase, lipases,
proteases, nitrilase, amilase, invertase, B-galactosidse, CGTase, celobiase, entre outras)
sdo cada vez mais usadas como catalisadores indispensaveis em muitos processos
industriais (CAO, 2005; GUERRERO et al., 2018). Embora os métodos basicos de
imobilizacdo possam ser categorizados em apenas alguns métodos, muitas variagcdes
baseadas em combinagfes desses métodos originais tém sido desenvolvidas (Figura 2.12)
(KATZBAUER, 1995; GRUNWALD, 2009).

Embora existam muitas classificagbes de enzimas imobilizadas por métodos n&o
covalentes, como, por exemplo, adsorcdo fisica néo-especifica; ligacdo ibnica;
coordenacéo (efeito quelante) e adsorgéo por afinidade, a imobilizagdo ndo covalente de
enzimas a um suporte pode ser classificada nas seguintes categorias (CAO, 2005):

a) Adsorcgédo fisica ndo-especifica, na qual a enzima é adsorvida por forgas néo
especificas, como van der Waals, liga¢de de hidrogénio e interacdes hidrofilicas;

b) Adsorcao bio-especifica, normalmente utiliza ligantes para a adsor¢éo de enzimas;

¢) Adsorcéao por afinidade em corantes ou metais imobilizados;

d) Interacdo eletrostética (também ligacao ibnica), baseada na interagdo carga-carga
entre o suporte e a enzima;

e) Interacdo hidrofébica, baseada na interacao hidrofobica entre regifes hidrofébicas

da enzima e do suporte.
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Considerando enzimas soluveis e de acordo com Grundwald (2009), os métodos

basicos possiveis de imobiliza¢do séo:

IMOBILIZAGAQ
(Catalise heterogénea)

Com transportadores Sem transportadores

l‘ Reticulacdo

(Enzimas em
Ligacdo Aprisionamento solventes Reticulacdo
organicos)
CLEAs
Ligacao Iénica
CLECs
Adsor¢éo .
Incluséo
(Catalise Homogénea)
Ligacdo Complexa
- Uso de Membranas
Ligacdo Covalente - Encapsulacgo

Figura 2.12 — Diferentes métodos de imobilizagdo enzimética.
Fonte: Adaptado de Grundwald (2009).

Um exemplo de utilizacdo do método de adsorcdo € a imobilizagdo de [-
galactosidase por adsorcéo fisica em ceramica porosa, e entrecruzamento intermolecular
com glutaraldeido, apresentando boa estabilidade operacional por até 135 dias de
operacédo continua (PAPAYANNAKOS et al., 1993).

No que se refere ainclusao, as enzimas podem ser aprisionadas dentro da estrutura
interna de alguns materiais (geralmente polimeros) na forma de géis, microcapsulas, fibras,
filmes ou membranas. Um procedimento comum € preparar a solu¢cao contendo a enzima
e 0 material polimérico e, na sequéncia, utilizar uma técnica (secagem, polimerizag&o) para
coagular o material polimérico contendo a enzima na forma desejada. Em alguns casos, a
etapa de entrecruzamento adicional € necessaria para garantir a imobilizacdo (GEKAS e
LOPES-LEIVA, 1985; GRUNWALD, 2009).

Este método € geralmente aplicado a substratos de baixa massa molecular para
permitir a livre difuséo entre estes e os produtos. A maior desvantagem desta técnica € a

possivel perda de enzima, devido as suas pequenas dimensfes moleculares, por meio da
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difusdo durante repetidos usos, mesmo que a matriz possua poros pequenos (GROSOVA
et al., 2008).

De acordo com Tanaka e Kawamoto (1999), a imobilizacdo por incluséo pode ser
classificada em cinco tipos: malhas, microcapsulas, lipossomas, membranas e micelas.

Para a imobilizagdo de B-galactosidase, o método de malhas € o mais importante e
0 mais amplamente utilizado. A enzima é aprisionada dentro da matriz de varios polimeros
sintéticos ou naturais. O alginato, um polissacarideo de ocorréncia natural, que forma géis
por gelificagio ionotropica, € o polimero mais utilizado (GROSOVA et al., 2008).
Mammarella e Rubiolo (2005) imobilizaram B-galactosidase de Klueyveromyces fragilis em
gel de alginato e carragena, formando esferas. A presenca da k-carragena teve influéncia
positiva na reacao enzimatica, uma vez que o gel é formado com ions K* que melhoram a
atividade enzimatica.

Outro método bastante utilizado de inclusdo € pela utilizacdo de matrizes de silica
sol-gel formada pela polimerizacdo hidrolitica. Reetz e Jaeger (1998) usaram precursores
alquilsilano (RSi(OCHs)s) ou combinagfes [RSi(OCHs)4)] e Si(OCHs)4] para promover a
incluséo da lipase de Pseudomonas aeruginosa na matriz sol-gel. Ajustando as condi¢bes
de polimerizagéo, alguns parametros como a porosidade do polimero, a rede estrutural e
o tamanho de particula podem ser modificados.

Similar a inclusé@o, a encapsulacao protege a enzima do meio externo, porém, tem
limitada aplicacdo, uma vez que substratos maiores estao sujeitos a limitacdes difusionais
(LALONDE e MARGOLIN, 2002). Zhang et al., (2008) desenvolveram um método de
imobilizagdo em camadas por inclusao e encapsulagao, no qual a enzima [3-glicuronidase
foi misturada com carboximetilcelulose e CaCl,. A solucao foi gotejada em uma solucéo de
alginato a 1 % (m/v). As capsulas formadas foram deixadas reagir com protamina (pequena
proteina rica em arginina) que, sendo muito grande para entrar na capsula, foi ionicamente
associada a superficie do alginato. A protamina precipitou os silicatos na superficie para
formar uma casca rigida para as capsulas, prevenindo seu inchago ou compressao.

J& o entrecruzamento é a formacao de unifes intermoleculares entre as enzimas,
gerando ligacdes irreversiveis e agregados com conformacdo tridimensional. Estas
ligacbes podem ser apenas entre as enzimas, ou entre a enzima e um segundo composto
(chamada coentrecruzamento), como, por exemplo: a cristalizacdo de enzimas e
coentrecruzamento com albumina). O coentrecruzamento € indicado quando h& efeitos
difusionais causados pelo entrecruzamento. Neste caso, aplica-se, entdo, uma segunda
proteina ndo enzimética como a albumina (ZANIN e MORAES, 2014). Para imobilizagao
de B-galactosidase, o entrecruzamento € utilizado geralmente em combinacdo com outros

métodos, principalmente adsorcéo e inclusdo (GROSOVA et al., 2008).
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Por fim, a ligacdo covalente se caracteriza por ser o método mais utilizado para
imobilizacao de B-galactosidase. Geralmente envolve dois passos, a ativagdo do suporte e
a ligacdo da enzima ao suporte. Esta ligacdo ocorre entre um grupo nucleofilico
(geralmente grupo amino), que esta presente na enzima, e um grupo eletrofilico, que é
formado no suporte apdés uma ativagdo adequada. O suporte deve possuir grupos livres
como hidroxila, carboxila, amida ou amina, ou entdo deve ser modificado para a introducéo
de tais grupos que devem ser ativados para posterior imobilizacdo da enzima (GEKAS e
LOPES-LEIVA, 1985).

Comparada a outras técnicas, a imobilizacdo covalente de enzimas tem as
seguintes vantagens: a enzima ndo desorve do suporte, interage facilmente com o
substrato desde que esteja nha superficie do suporte. Por outro lado, a maior desvantagem
séo os altos custos e, em alguns casos, o baixo rendimento, devido a exposi¢do da enzima
a reagentes toxicos ou condi¢des severas de reacdo (TANAKA e KAWAMOTO, 1999).

Existem muitos procedimentos para estabelecer liga¢des covalentes entre a enzima
e 0 suporte. Algumas classes de reagfes utilizadas séo (ZANIN e MORAES, 2014; CAO,
2005): diazotizagdo, formacgédo de ligacdo amida (peptidica), alquilagdo ou arilacao,
formacgéo de base de Schiff, reacdo de Ugi.

A estabilidade da enzima pode ser aumentada se a imobilizagdo covalente ocorrer
em suportes altamente ativados, com espacadores curtos, e envolvendo multiplos residuos
de aminoécidos na superficie da enzima (Figura 2.13). Esta ligacao covalente multipontual
promove a rigidificacdo da estrutura da enzima imobilizada e reduz mudangas
conformacionais envolvidas na sua ativagdo (MOZHAEV et al., 1990, ZANIN e MORAES,
2014). Embora a imobilizagéo possa ser feita em valores neutros de pH, a incubagdo em
pHs alcalinos, em que a reatividade dos nucledfilos da proteina (geralmente lisina) pode
ser aumentada, é conveniente para alcancar uma intensa reacdo entre a enzima e o
suporte. Deve-se ter em mente que, enquanto o pK dos grupos amino terminais da proteina
€ entre 7 e 8, 0s grupos de Lis expostos terdo um pK acima de 10,5 (MATEO et al., 2007a).
Além disso, a imobilizagdo por grupos epoxi do suporte € geralmente utilizada, uma vez
gue tais grupos séo relativamente estaveis, podem se ligar a lisina e reagem em condi¢cfes
moderadas (MATEO et al., 2007a).
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Imobilizagdo Imobilizagdo covalente
covalente normal multipontual

Enzima ndo rigidificada Rigidificagdo da enzima

Figura 2.13 - Efeito da imobilizag&o na estabilidade da enzima.
Fonte: Adaptado de Mateo et al., (2007b).

Como exemplo de ligagdo covalente, pode-se citar a imobilizacdo de -
galactosidase de Kluyveromyces lactis em placas de grafite, pela formagédo da base de
Schiff entre grupos ativados da superficie do suporte e a enzima, utilizando glutaraldeido
para promover o entrecruzamento. A imobilizagdo aumentou a estabilidade térmica e
deslocou o pH 6timo para valores mais alcalinos (7,7) comparada com a enzima soluvel
(6,6) (ZHOU e CHEN, 2001).

2.10.3 Suportes para Imobilizagéo

De modo correspondente as varias técnicas de imobilizagdo de enzimas existentes,
muitos suportes tém sido desenvolvidos para este fim. Mesmo néo existindo um suporte
universal existem certas caracteristicas a serem consideradas para a sua escolha
(LASKIN, 1985; ZANIN e MORAES, 2014; GRUNWALD, 2009):

a) Estabilidade frente aos parametros de processo e ataque microbiano;
b) Funcionalidade quimica;

c) Durabilidade e capacidade de reutilizacéo;

d) Elevada area especifica e alta porosidade;

e) Compatibilidade aceitdvel com a enzima e substrato;

f) Tamanho e forma adequados;

g) Custo;

h) Facilidade de manuseio.
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Para se obter uma imobilizacao eficiente € indispensavel conhecer previamente as
caracteristicas da enzima, do suporte e das possiveis interacdes entre eles. Se a interacao
da enzima com o suporte ndo for estavel o suficiente, pode vir a ocorrer, por exemplo,
perda de enzima para o0 meio, ao longo do processo. Ou ainda, se a afinidade da enzima
com o suporte for maior do que com o substrato, a eficiéncia do processo estara
comprometida (LASKIN, 1985; ZANIN e MORAES, 2014; GRUNWALD, 2009).

Os suportes soélidos podem ser classificados como orgéanicos e inorganicos, porém
esta classificacdo ndo € muito adequada, pois ndo se considera nem a area superficial e
nem o tamanho dos poros, propriedades que afetam consideravelmente a carga proteica
do suporte. Assim, baseando-se em sua morfologia, 0os suportes podem ser classificados
como: suportes ndo-porosos e suportes porosos (CABRAL e KENNEDY, 1991; ZANIN e
MORAES, 2014).

Os suportes nao-porosos geralmente apresentam mais desvantagens do que
vantagens. A sua area especifica € muito baixa e, portanto, esta limitada a area de
imobilizacdo. Para aumentar esta superficie, pode-se trabalhar com particulas muito finas,
porém, com a desvantagem de ser dificil a sua separacdo do sistema, e de nao poder
trabalhar em sistemas continuos do tipo coluna, uma vez que nao suportam altas pressdes
sem se compactar, nem em leitos fluidizados, pois esta limitada a velocidade de fluxo.
Possuem, ao contrario, a vantagem de ndo apresentarem problemas difusionais, uma vez
qgue a enzima é imobilizada na superficie externa do suporte.

Os suportes porosos apresentam, por sua vez, uma grande area especifica por
unidade de massa, 0 que aumenta sua capacidade de imobilizagdo. A principal
desvantagem é que a maior area disponivel é a interna e, por isso, aumentam os problemas
de difusdo. Para superar tais problemas, existem suportes de poro controlado, de forma
gue é possivel selecionar o suporte mais adequado de acordo com o tamanho da enzima,
substrato e produto. De modo geral, os poros de determinado suporte devem ser da mesma
ordem de grandeza da enzima ou maior, para que a mobilidade da enzima ndo seja
significativamente diminuida (CAO, 2005; ZANIN e MORAES, 2014). Em um amplo estudo
realizado por Artyomova et al., (1986), a maxima capacidade para a imobilizacdo de varias
enzimas e proteinas foi obtida quando o tamanho do poro das silicas utilizadas como
suporte excederam de 5 a 10 vezes o tamanho do glébulo proteico.

Muitos suportes porosos podem ser classificados como géis. Por serem elésticos,
podem assumir a conformacgéo mais adequada (membranas, particulas), porém seus poros
sdo deformaveis e se compactam em altas pressfes. Além disso, os suportes podem
também ser classificados como organicos e inorganicos (HULTIN, 1983; CABRAL e
KENNEDY, 1991; ZANIN e MORAES, 2014). Alguns exemplos de suportes organicos:
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a) Polimeros naturais: polissacarideos, como celulose, amido, agar, agarose,
alginatos, carragena, quitosana, etc.

b) Polimeros sintéticos: poliestireno, poliacrilatos, poliacrilamida, &lcool polivinilico,
poliamidas, etc.

c) Proteinas: colageno, albumina, gelatina, seda, queratina, etc.
Exemplos de suportes inorgénicos:

a) Minerais: bentonita, pedra pomes, areia, titanio, celite, etc.

b) Manufaturados: 6xidos metalicos, vidro de porosidade controlada, ceramicas, géis
de silica, etc.

Dentre os suportes orgéanicos, a kappa-carragena, quitosana, e alginato séo
indicados por seu baixo custo, seguranga e bom potencial de uso, apesar de apresentarem
baixa resisténcia mecanica. O alginato é uma das matrizes organicas mais empregadas,
conforme citagdes de Hulst e Tramper (1989) e Cheetam (1979). Nestes mesmos trabalhos
sdo apresentadas as vantagens de sua utilizagdo: baixo custo, facil manuseio, boa
reprodutibilidade e uniformidade de gel. Entretanto, a sua principal desvantagem também
€ apresentada: o decréscimo de sua estabilidade mecanica com o tempo de uso (BRUKE,
1984).

A celulose € um polimero natural que também tem sido relatado como um atrativo

-

suporte para a imobilizacdo de enzimas, uma vez que € atoxico, biocompativel,

-

geralmente obtido de fontes renovaveis, possui boas propriedades mecéanicas e
susceptivel a funcionaliza¢@o quimica (VIGO, 1998).

Os suportes inorganicos sédo bastante adequados para imobilizacdo de enzimas,
pois permitem maior variagdo de parametros de processo em razdo da sua maior
resisténcia quimica, fisica, térmica e microbiolégica. Gaspari et al. (1999) imobilizaram a
enzima inulinase em diferentes suportes, como quitina, alginato de sédio e de calcio,
membrana de didlise e silica de porosidade controlada. A silica de porosidade controlada
apresentou os melhores resultados em virtude de uma maior estabilidade e resisténcia

fisica comparada aos outros suportes avaliados.

2.10.3.1 Silica

O silicio € o segundo elemento mais abundante na crosta terrestre, perdendo
apenas para o0 oxigénio. Estd presente em varios tecidos, animais e vegetais, sendo
essencial para alguns organismos. Este elemento pode apresentar-se na forma de 6xidos
cristalinos (quartzo, cristobalita, tridmita, coesita) e nao-cristalinos (silica vitrea, opala e

silica gel). Em um ambiente natural, apresenta-se na forma de éxido (SiO2) ou combinado
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com outros elementos — por exemplo, sodio, potassio, magnésio — formando os silicatos
(ILER, 1979; FARIAS e AIROLDI, 2000).

Frondel (1962) afirmou que a silica ndo cristalina é, na verdade, constituida por
regides, de ordem atbmica, nas quais apresentam-se cristais bastante pequenos que,
guando analisados cuidadosamente por difratometria de raios X, podem-se observar picos
referentes a estrutura cristobalita do SiO.. Todavia, em andlises regulares de difratometria
de raios X, observa-se apenas um halo largo de difracdo caracterizando-a como “nao
cristalina” ou “amorfa”.

A silica ndo-cristalina pode ser dividida em trés grupos (ILER, 1979):

a) Silica vitrea;

b) Silica M, sendo produzida a partir da irradiagéo de néutrons em alta velocidade, em
silica amorfa ou cristalina. Essa forma é termicamente instavel, sendo convertida a
guartzo a 930 °C em 16 horas;

c) Silica “microamorfa”, como séis géis, pds e vidros porosos. Englobam-se particulas
menores do que 1 um ou com &rea superior a 3 m? gt.

A classe de silica “microamorfa”, constituida por particulas com diametro inferior a
100nm, € aquela mais facilmente sintetizada em laboratério, principalmente via método sol-
gel.

As particulas sé@o formadas a partir do enovelamento das cadeias do polimero
inorganico acido polissilicico, cujas unidades repetitivas (grupos SiO, tetraédricos) se
distribuem tridimensionalmente, ligando-se por ligag6es siloxano (ligagbes Si-O-Si). Deste
modo, observa-se em sua superficie grupos SiOze Si-OH, sejam livres ou geminais (Figura
2.14) (ZANIN e MORAES, 2014).

A reatividade quimica é determinada, principalmente, pelos grupos silandis
presentes na superficie da silica. A primeira constante de dissociacdo (pKa) do acido
silicico (H4SiO4) é 9,6 (2,5). Ja o valor de pKa dos grupos silandis (enésima dissociacao)
presentes na silica é de, aproximadamente, 7.1 (HAIR e HERLT, 1970). Como para acidos
prolipéticos, a silica apresenta diversas constantes de dissociacao, sendo que tal grandeza
varia em funcdo da ionizacdo das hidroxilas. A dissociacdo de tais grupos pode ser
controlada pelo pH do meio em que as particulas se encontram suspensas. Em pH (ponto
isolelétrico, i.e., o valor de pH no qual as particulas apresentam carga superficial zero, o
pKa da silica é 6,5. Quando se dissocia cerca de 50% dos grupos silanéis, o pKa aumenta
para 9,2, aproximando-se do valor referente ao acido silicio (ILER, 1979). Portanto, em seu
ponto de carga zero (pH 2), a silica apresenta carater mais acido do que o &cido silicico,
sendo este diminuido em fun¢éo dos grupos silandis, que é conseguido elevando-se o pH

do meio de suspensdo das particulas.
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Figura 2.14 - Esquema da superficie da silica: (a) silan6is geminais, (b) vicinais, (c)
isolados, (d) siloxanos.

Fonte: Adaptado de Vansant et al., (1995).

As hidroxilas presentes na superficie da silica sdo passiveis de serem
guimicamente modificadas, resultando na funcionalizacdo da superficie da silica. Tais
reacOes possibilitam a obtencdo de matrizes de silica mais seletivas e versateis, uma vez

gue incorporam as caracteristicas dos agentes modificadores (TORRES et al., 2010).

2.10.3.2 Modificagdo da Superficie da Silica

A silica é um solido muito versatil que pode ser trabalhado (modificado) de forma
gue apresente as propriedades fisico-quimicas desejadas. Na préatica, a maioria das
aplicagdes da silica a requer modificada.

Para El Shafei (2000), a heterogeneidade inicial da superficie da silica pode ser
minimizada pela adicdo de modificadores simples. Quando a modificagdo possui a
capacidade de reagir com mais de um silanol, a superficie se torna ainda mais complexa.

Segundo Jal et al. (2004), a modificacdo da superficie da silica pressupde a
alteracdo da sua composicdo quimica. A modificacdo pode resultar de um processo fisico
(térmico ou hidrotérmico) ou da incorporacdo de espécies inorganicas (YAMADA et al.,
1998; ORTEGA-ZARZOSA et al., 2002) ou organicas na superficie da silica.

Um dos métodos que tem sido amplamente usado na modificacdo da silica é o
processo chamado de silanizacao. Este método consiste na cobertura de uma superficie
por meio de automontagem com moléculas de alcoxissilanos organofuncionais. A
diversidade de materiais passiveis de silanizacdo é enorme, dentre eles, os componentes

minerais como superficies de mica, de vidro e de 6xido de metal. Tal capacidade surge da
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existéncia de grupos hidroxilas com capacidade de atacar e deslocar os grupos alcoxi do
silano, formando, assim, uma ligacéo covalente -Si-O-Si. O objetivo desta reacao é formar
ligaches entre os componentes minerais e componentes organicos (SEED, 2001). O uso
de precursores de silica organicos funcionais ndo sédo novidade em trabalhos publicados e
suas propriedades hidrofébicas ou hidrofilicas sempre foram muito estudadas para
diversas aplicagfes (ARAUJO et al., 1995; HALLIWELL e CASS, 2001).

Em teoria, 0 mecanismo da reacéo de sinalizacdo parece relativamente simples.
Primeiro ocorre hidrélise dos grupos alcéxidos ligados ao grupo funcional precursor de
silica, e depois esses grupos ligam-se covalentemente aos grupos hidroxilas na superficie
do material. Entretanto, na realidade, a situacdo € mais complicada e o método exato de
modificacdo ainda nao foi totalmente compreendido (HALLIWELL e CASS, 2001).

O controle da densidade de grupos silandis ligados na superficie, tende a ser
proporcional ao niumero de alcoxissilanos hidrolisaveis (HALLIWELL e CASS, 2001), entéo,
a reducéo do numero de grupos hidrolisaveis nos precursores de silica pode ser uma forma
de aumentar a densidade de grupos funcionais hidroxila na superficie, que pode, por sua
vez, ser regenerada pela acdo de base forte, pois essa cliva as ligacdes, gerando hidroxilas
tanto na superficie do material como nos grupos funcionais.

Alguns materiais exigem uma etapa anterior de preparacdo: a ativacdo da
superficie, para que a reacdo de sinalizacdo ocorra. Tal necessidade surge devido a
auséncia de grupos funcionais quimicamente reativos na superficie dos substratos,
geralmente associada ao processo de secagem dos materiais que serdo modificados. Caso
a remocdo de agua tenha sido conduzida de forma abrupta, h4 remocdo dos grupos
hidroxilas da superficie do material e, assim, exige-se um processo de ativacdo de
superficie para criar sitios reativos sobre eles. Os métodos de ativacdo basicamente
utilizam &cidos e perdxidos para oxidar a superficie e promover a reconstituicdo dos grupos
hidroxilas nos materiais (RUCKENSTEIN e LI, 2005).

Em outros casos, os grupos funcionais devem ser modificados para produzir
intermediarios reativos, sendo que o reagente mais utilizado neste caso é o glutaraldeido,
devido & simplicidade do método e obtencéo de preparagfes enzimaticas ativas e estaveis
(KENT et al., 1978; KENEEDY e WHITE, 1985).

A ativacdo com glutaraldeido forma grupos aldeidos no suporte ativado, que irdo
reagir com grupos aminos da enzima por meio de ligacdes covalentes instaveis (bases de
Schiff). Embora seja o método de ativacdo mais utilizado em imobilizag6es de enzimas, ele
apresenta alguns problemas, tais como: moléculas de enzima podem ser imobilizadas
neste tipo de suporte com diferentes orientacdes, tornando o sitio ativo de algumas delas
inacessivel para grandes substratos (Tardioli et al., 2003 a e b); podem ser formadas

multiplas camadas de enzima e/ou aglomeracgdes excessivas das moléculas no interior dos
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poros, dificultando o acesso ao sitio ativo (Sobral et al., 2002 e 2003); produzem derivados
que sao poucas vezes mais estaveis que a enzima sollvel; e a alta reatividade e
instabilidade dos grupos reativos, que requerem rapido contato com a enzima, ndo
permitindo estocagem prolongada do suporte ativado.

A ativacdo do suporte com grupos aldeidos usando glicidol (2,3-epoxi-propanol)
como reagente bifuncional, vem sendo amplamente usada desde 1987. Este método de
ativacdo gera aldeidos alifaticos altamente estaveis, permitindo que o suporte ativado seja
estocado por tempo prolongado (1 ano a 4 °C), e reaja, em pH alcalino, com grupos aminos
desprotonados dos residuos de lisinas da molécula de enzima, possibilitando a formacao
de vaérias ligacbes covalentes enzima-suporte. Os grupos aldeidos ativos (glioxil), por
estarem moderadamente afastados da superficie do suporte (brago espacador curto),
tornam a molécula de enzima imobilizada muito mais rigida e, por conseguinte, muito mais
resistente a inativagdo induzida por altas temperaturas, solventes organicos e outros
agentes desnaturantes (GUISAN, 1988). Uma das grandes vantagens em se utilizar
suportes ativados com grupos glioxil na imobilizacdo de enzimas é a de que as ligagbes
entre 0s grupos aminos da enzima e 0s grupos aldeidos do suporte provocam uma minima
distorcdo da estrutura tridimensional da proteina, rendendo derivados com alta retencéo
da atividade catalitica (GUISAN, 1988).

2.10.4 Modificagdes na Enzima Pds-imobilizac&o

Por muitos anos, a modificagdo quimica de enzimas foi utilizada como uma técnica
fundamental para elucidar os residuos envolvidos na atividade catalitica. A modificagdo
guimica tem sido usada também como uma ferramenta em bioquimica aplicada, por
exemplo, na estabilizacdo de enzimas pela modificagdo dos residuos chaves, pelo
intercruzamento molecular (ZANIN e MORAES, 2014). Do ponto de vista da bioquimica
aplicada, a modificacdo quimica continua sendo uma excelente forma de abordagem para
o melhoramento da engenharia de imobilizagéo e estabilizagdo de enzimas e modulagéo
das suas propriedades cataliticas, sendo, ainda, uma técnica complementar adicional para
a melhoria das propriedades de enzimas geneticamente modificadas (ZANIN e MORAES,
2014).

Reagentes macromoleculares polifuncionais de cadeia longa e hidrofilico, como
glutaraldeido e polialdeido dextrana, podem ser usados para modificar quimicamente a
superficie de enzimas para obter as seguintes vantagens, segundo Zanin e Moraes (2014):

a) Producao de ligacbes cruzadas por meio de um grande nimero de grupos reativos

a diferentes distancias na superficie da enzima;
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b) Estabilizagdo da enzima pela restricdo da mobilidade de sua superficie aumentando
assim sua resisténcia ao desnovelamento e dissociagédo das subunidades;

c) Estabilizacdo da enzima pela cobertura de grupos hidrofébicos da superficie da
enzima;

d) Estabilizagcdo da enzima pela criagdo de uma barreira resistente ao ataque de
reagentes quimicos, solventes ou outros agentes apolares.

A ligacdo cruzada de subunidades e a geracdo de ambientes artificiais ao redor da
superficie da enzima séo duas fortes caracteristicas desta abordagem. A modificacdo das
propriedades da superficie da enzima, tais como mudancas nas cargas, na hidrofobicidade
e interacdes com meios diferentes podem causar dramaticos efeitos nas propriedades da
enzima (ZANIN e MORAES, 2014).

2.10.5 Propriedades Cataliticas da Enzima Soluvel e Imobilizada

2.10.5.1 Influéncia do pH na Atividade e Estabilidade das Enzimas

O pH também exerce grande influéncia na atividade e estabilidade das enzimas. Os
varios aminoacidos que compdem a proteina possuem grupos laterais basicos, neutros ou
acidos, portanto a enzima pode ser carregada positivamente ou negativamente,
dependendo do pH. Tais grupos ionizaveis sdo frequentemente parte do sitio ativo, ja que
um mecanismo catalitico acido-base esta ligado a catalise enzimatica. Assim, a enzima
para estar cataliticamente ativa s6 existe um estado particular de ionizacdo. Dessa forma,
a enzima ativa serd uma fracdo maior ou menor de concentracdo total da enzima,
dependendo do pH. A taxa da reacao aumenta com o pH até um valor 6timo, a partir do
gual a taxa decresce, ou devido a desnaturacdo ou a existéncia de estados de ionizagéo
inadequados (ZHOU e CHEN, 2001; DAVID et al., 2006). O efeito do pH nas reacfes
enzimaticas se deve a ionizagdo do substrato e residuos de aminoacidos das enzimas.
Esses efeitos sdo manifestados como mudangas na atividade catalitica das enzimas,
estabilidade, interagfes com ligantes, ou mudancgas no equilibrio da reagdo (REED e
NAGODAWITHANA, 1993).

O pH, ou faixa de pH de maior estabilidade da enzima, depende de muitos fatores,
tais como temperatura, forga idnica, natureza quimica do tampao, concentracéo de varios
preservativos, concentracdo de substrato, cofatores e concentracdo de enzimas. Em
muitos casos, o0 substrato pode induzir a mudanca conformacional da enzima para uma
forma que é mais resistente ou menos resistente ao pH e a temperatura de desnaturacao.
Os sitios ativos das enzimas séo frequentemente compostos por grupos inonizaveis, que

se encontram numa forma iénica adequada ao ligar ao substrato ou catalisar uma reacao.
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Os efeitos do pH na estabilidade de uma enzima devem ser levados em conta em qualquer
estudo do efeito do pH na ligacdo do substrato e na catalise. A queda na atividade das
enzimas pode ser devido a consequéncia da desativagdo das enzimas ou combinagéo
desses efeitos (SEGEL, 1993).

A acdo catalitica de uma enzima numa reacao enzimatica é alcancada dentro de
limites muito estreitos de pH. No entanto, se uma enzima atua sobre mais de um substrato,
os valores de pH 6timo variam. A faixa de pH de maior atividade das lactases pode variar
de 2,0 até 10,0 e muitas atuam em pH proximo do neutro, como no caso da 3-galactosidase
de Kluyveromices fragilis. A mesma enzima isolada de fontes diferentes pode exibir valores
diferentes de pH 6timos, provavelmente refletindo a necessidade fisiolégica do organismo
a partir do qual a enzima foi isolada (REED e NAGODAWITHANA, 1993), como observado
na Tabela 2.3. Além disso, a técnica pela qual as preparacdes enziméaticas sdo elaboradas,
como, por exemplo, o tampdo utilizado, podem influenciar diretamente em suas

propriedades.

2.10.5.2 Influéncia da Temperatura na Atividade e Estabilidade das Enzimas

Na maioria das reag¢des quimicas ocorre o0 aumento da sua velocidade com a
elevacdo da temperatura. Um aumento na temperatura implica maior energia cinética as
moléculas de reagente, ocasionando um maior nimero de colisées produtivas por unidade
de tempo. As reacdes catalisadas por enzimas se comportam, até certo ponto, de forma
semelhante as outras reac¢des (ZHOU e CHEN, 2001).

A velocidade das reag¢es enziméticas aumenta com a temperatura, até atingir uma
velocidade maxima, a partir da qual comeca a decrescer. Sob condi¢bes especificas, a
temperatura 6tima para cada reagéo pode ser determinada, o efeito da temperatura é muito
complexo e pode ser devido a varias causas. Inicialmente, com 0 aumento da temperatura,
a atividade molecular € aumentada, contribuindo, consequentemente, para a formacao do
complexo enzimatico. No entanto, com o aumento continuo da temperatura, podera ocorrer
a desnaturacdo da enzima, até a inativacao total ocasionado pelo rompimento da estrutura
terciaria da proteina (SEGEL, 1993; ZHOUL e CHEN, 2001; HAIDER e HUSSAIN, 2007).

A melhor temperatura de operagdo € a temperatura maxima, na qual a enzima
possui uma atividade constante por um longo periodo de tempo. Essa temperatura pode
ser facilmente estabelecida pela pré-incubacdo da enzima em varias temperaturas,
determinando-se posteriormente a atividade residual em condigbes padréo. A temperatura
de melhor operacao da enzima depende de outros fatores como pH, forca ibnica do meio

e presenca ou auséncia de ligantes (SEGEL, 1993).
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2.10.5.3 Energia de Ativacdo da Reacéo

Uma reacdo quimica, tal como substrato passando a produto, ocorre porque uma
determinada fragdo da populacédo de moléculas de substrato, em um instante qualquer,
possui energia suficiente para atingir uma condi¢do ativada, denominada “estado de
transi¢éo”, no qual a probabilidade de que uma ligagdo quimica se forme ou se rompa para
atingir o produto é elevada. Esse estado de transi¢éo estd no alto da barreira energética
gue separa 0s reagentes e 0s produtos. A velocidade de uma determinada reacéo quimica
€ proporcional a concentracdo dessa espécie de estado de transicdo. A energia de ativacao
€ a quantidade de energia necessaria para levar todas as moléculas, em um mole de
substancia, a uma temperatura determinada, a condicdo de transicdo no ponto mais
elevado da barreira de ativacdo (LEHNINGER, 2014).

Ha duas maneiras de aumentar a velocidade de uma reagdo. Uma delas consiste
em aumentar a temperatura e a outra em abaixar a energia de ativagdo. As enzimas séo
catalisadores biologicos, que abaixam seletivamente as energias de ativacdo das reagdes
quimicas vitais. Uma reacdo catalisada por uma enzima, pode se processar a 25 °C, 10° a
10° vezes mais rapidamente que a mesma reacdo nao catalisada (SEGEL, 1993; ZANIN e
MORAES, 2014).

O efeito da temperatura sobre uma reacdo enzimatica, pode ser analisado com o
auxilio da equacao de Arrhenius. Esta equacdao relaciona a velocidade de uma reacéo e a
energia de ativacdo, em que o logaritmo da atividade ou da velocidade é plotado em funcéo
do inverso da temperatura absoluta (SEGEL, 1993; ZANIN e MORAES, 2014):

_ _Ea
V=Ax exp( RT) (2.1)

Em que: A4 = constante de Arrhenius; £4 = energia de ativagdo da reacdo; R =
constante da lei dos gases (8,314 J K mol); 7= temperatura absoluta (K); V= velocidade

da reacéo.
2.10.5.4 Energia de Desnaturagdo Térmica

A desnaturacéo proteica, ou seja, a energia de desnaturacéo, pode ser obtida de
maneira analoga a obtencdo da energia de ativacdo (ZANIN e MORAES, 2014). A partir
dos dados de estabilidade térmica obtidos incubando-se a enzima por um certo periodo de
tempo, em condicdes pré-determinadas, e dosando-se sua atividade apés cada intervalo

de incubagdo. Em relac@o a concentracdo de enzima ativa, a velocidade de desnaturacao
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é de primeira ordem, segundo a maioria dos trabalhos realizados nesta area, e segue a lei
de Arrhenius. A partir desta hipétese, a velocidade de desnaturacdo da B-galactosidase

pode ser representada pela equacéo:

Vp = —Kp +E (2.2)

Kp = K3 xexp (— i—’;) (2.3)

Em que: £= concentracdo da enzima ativa; £p = energia de desnaturacdo térmica
da enzima; Kp = constante de desnaturacdo térmica da enzima em uma determinada
temperatura, modelo exponencial (h?); K¢ = fator exponencial (h?); V, = velocidade de
desnaturacgéo térmica da enzima.

Fazendo-se um balan¢co material para um determinado reator em relagéo a enzima,

com posterior integracdo tem-se:
E = E, x exp(—Kp * t) (2.4)

Em que: £, = concentragdo inicial da enzima ativa; ¢t =tempo de reacao.
Segundo Dixon e Webb (1979), a quantidade de enzima ativa € diretamente
proporcional a atividade enzimatica, portanto tem-se:

E _ A

= 2.5

Eo  Ajo (2.5)

Em que: 4; = atividade enziméatica residual observada no reator, ap6s certo periodo

de encubacdo; A, = atividade enzimatica inicial observada no reator sem encubacédo da
enzima.

A relacédo entre a atividade inicial e a residual, num determinado periodo de tempo,

é do tipo exponencial:
A; = Ajp xexp(—Kp * t) (2.6)

A partir das curvas de In (4; / Aig) em funcdo do tempo, pode-se obter o valor da
constante de desnaturacdo (Kp) para uma determinada temperatura. Observa-se que,
guanto mais elevada a temperatura, maior o valor de K.

A energia de desnaturacdo da enzima pode ser calculada pela equacéo (2.3) e a

partir do gréafico do logaritmo de K» em funcdo do inverso da temperatura absoluta.
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O tempo de meia-vida (¢;,2) € outra caracteristica importante da estabilidade
enzimatica. Ele representa o tempo necessario para que a atividade seja reduzida a
metade do seu valor inicial, num determinado conjunto de condi¢Bes. Se a atividade
decresce de acordo com a equacao (2.6), hd uma relacéo inversamente proporcional entre

o tempo de meia-vida e o coeficiente de desnaturacao térmica:

_In05 _ 0,693
1 = =
3 (=Kp) Kp

2.7)

As enzimas sdo muito mais ativas a baixas temperaturas, e desnhaturadas a
temperaturas mais elevadas, pois existe uma diferenca de grandeza entre a energia de
ativacdo e desnaturacdo. A energia de desnaturagédo da maioria das enzimas normalmente
encontra-se entre 47 e 96 kcal mol?, sensivelmente maior que a energia de ativacdo que
geralmente é inferior a 25 kcal mol! (DIXON e WEBB, 1979; ZANIN e MORAES, 2014).

2.10.5.5 Estabilidade Operacional

Na industria, a estabilidade operacional € um dos fatores de maior importancia, pois
algumas enzimas séo essencialmente instaveis e tornam-se rapidamente inativas.

Os fatores que estabilizam e inativam as enzimas ndo sao bem conhecidos. Uma
enzima proveniente de um microrganismo terméfilo pode ser excepcionalmente estavel ao
calor ou outras propriedades desnaturantes. Um exemplo é a B-galactosidase de
Strepcoccus thermophilus. Esta enzima, segundo Greenberg e Mahoney (1982), é mais
estavel que a B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis, sendo de
extrema importancia para a industria devido a sua resisténcia térmica.

De um modo geral, o processo de imobilizacdo aumenta a estabilidade operacional
da enzima em relagdo a enzima solavel. Isto pode ser um artificio provocado pelas
limitacbes difusionais, que faz com que somente uma fracdo da enzima imobilizada seja
ativa no inicio do processo, permanecendo a restante como reserva, que somente
comecara a atuar quando a atividade inicial estiver desnaturada (ZANIN e MORAES,
2014).

A contaminacdo microbiologica ou entupimento do reator, pode resultar numa
abrupta perda de atividade, por isso é importante determinar a estabilidade da enzima
imobilizada nas condi¢6es de operacgéo, e por um periodo de tempo suficientemente longo,
em vez de se cometer excessos a partir de curtos periodos de uso (ZANIN e MORAES,
2014).
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Outro fator que pode reduzir a estabilidade operacional da enzima imobilizada, é a
deposicéo de impurezas sobre a superficie ou nos poros do suporte, dificultando o acesso
do substrato a enzima e provocando uma perda de atividade. As principais impurezas
normalmente sao lipideos, coldides, proteinas e particulas sélidas em suspenséo. O grau
de deposicdo no suporte é funcdo da concentracao, distribuicdo de tamanho, e natureza
quimica e fisica do material suspenso. A obstrucdo também é acentuada quando se
utilizam substratos concentrados ou viscosos (ZANIN e MORAES, 2014).

As preparacdes obtidas com o método de adsorcao e ligacdo ibnica geralmente
conduzem a uma baixa estabilidade operacional. As prepara¢des mais estaveis sdo obtidas
com o0 método da ligacdo covalente, precedido da silanizacdo do suporte (silica porosa,
vidro poroso e alumina). O revestimento do suporte com metais de transi¢cdo seguido da
ativagdo com glutaraldeido, que também favorece a ligacdo covalente da enzima, produz
preparagGes com estabilidade comparavel a do método de silanizagdo. Acredita-se que a
ligagdo covalente da enzima ao suporte pode estabilizar a estrutura terciaria da enzima
(CABRAL et al., 2003).

2.10.6 Tipos de Reatores para Enzimas Imobilizadas

Dentre as vérias aplicacbes para enzimas imobilizadas, a mais importante € sua
aplicagdo industrial, por isso, o assunto é tdo discutido. Em processos industriais, as
enzimas imobilizadas sdo empregadas em reatores quimicos, hormalmente similares aos
utilizados em catalise quimica (CHIBATA et al., 1972; CAO, 2005; BULCHHOLZ et al.,
2005).

Uma caracteristica geral de qualquer sistema com biocatalisadores imobilizados é
que o transporte de substratos e produtos ocorre por mecanismos difusionais. Nos casos
de biorreatores com enzimas imobilizadas, € comum observar um aumento de estabilidade
e sua resisténcia a desnaturacdo quando se encontram imobilizadas (CASABLANCA e
SANTIN, 1998).

Os reatores enzimaticos séo classificados em homogéneos e heterogéneos,
dependendo do numero de fases presentes no processo, sendo que Nno processo
homogéneo ocorre apenas uma fase, enquanto no heterogéneo ha duas ou mais fases.
Um exemplo de reator heterogéneo é a solucdo de substrato sendo a fase liquida, e a
enzima imobilizada a fase solida. Outra classificacdo baseia-se na forma de operacéo,
descontinuo (batelada) ou continuo; ao grau de mistura, perfeita ou de escoamento tubular.
O perfil de concentracéo dentro dos reatores pode variar apreciavelmente (CHIBATA et al.,
1972; CAO, 2005; BULCHHOLZ et al., 2005; ZANIN e MORAES, 2014).
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Enzimas imobilizadas possibilitam uma catélise heterogénea com O6timas
vantagens: € possivel utilizar um Unico grupo de enzimas repetidas vezes e interromper a
reacdo apenas removendo fisicamente as enzimas imobilizadas da solugéo. Além disso,
inclui a facilidade de determinag&o analitica de uma mistura complexa em um volume
pequeno (ERGINER et al., 2000).

2.10.6.1. Reator Batelada

O reator batelada pode ser utilizado em processos em que, terminada a reacgao, a
enzima imobilizada pode ser separada da mistura final com relativa facilidade (filtracéo,
decantacéo, por exemplo). Normalmente, a enzima é introduzida junto com o substrato no
reator, sendo que o seu conteldo é descarregado quando se alcanga o grau de conversao
desejado (ZANIN e MORAES, 2014). As principais desvantagens do reator descontinuo
sao:

a) Mudancas das condi¢des no decorrer da reacao;

b) Na ampliagdo de escala do reator, € dificil se manter um bom grau de mistura,
devido a impossibilidade de se assegurar entrada proporcional de poténcia a
medida que o reator aumenta de tamanho;

¢) Variacéo da qualidade do produtor de uma batelada para outra;

d) Tempo morto entre as bateladas;

e) Impossibilidade de se reutilizar a enzima quando ndo imobilizada, ou ainda, a
tendéncia de se perder a enzima durante a recuperacao entre as bateladas.

Estas desvantagens restringem o uso deste tipo de reator em larga escala (ZANIN e
MORAES, 2014). A principal vantagem do reator tipo batelada é a eficiente transferéncia

de calor e de massa devido a boa agitacdo do sistema.

2.10.6.2 Reator Continuo (CSTR)

Os processos continuos, quando comparados com os de batelada, apresentam-se
superiores, principalmente por facilitarem o controle automético, por serem mais faceis de
operar e favorecerem o controle de qualidade do produto obtido (PRENOSIL et al., 1987).
Os reatores continuos podem ser divididos em dois tipos basicos: reatores continuos tipo
tanque agitado (CSTR) e reatores tubulares (leito fixo e leito fluidizado).

No CSTR ideal, as concentracdes de substrato e produto no seu interior variam
continuamente, da entrada a saida. No reator continuo de tanque agitado, ha entrada e
saida continua de fluido em um reator com agitacao. Eventualmente, uma certa quantidade

de enzima pode ser arrastada no efluente, devendo-se por isso, acoplar na saida um
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sistema que permita recuperé-la. Neste tipo de reator ndo existem gradientes de
temperatura ou de concentracdo, devido a eficiente agitagdo que promove um contato
intimo entre a enzima e o meio de reacdo. O reator CSTR possui alguns tipos de
configuragdes diferenciadas e especiais. Numa delas, na sua forma mais simples, o
substrato € adicionado ao tanque contendo a enzima imobilizada, que fica em suspenséo
na mistura de reacdo. O produto e o substrato remanescente sao retirados continuamente
do tanque. Um filtro colocado na saida impede que a enzima seja retirada do sistema. Uma
outra forma alternativa consiste em reter a enzima imobilizada nas pas do eixo de agitacao
ou nas chicanas, com o intuito de minimizar a resisténcia a transferéncia de massa entre a
fase liquida e o biocatalisador e, principalmente, reduzir a quebra e o desgaste das
particulas por atrito (FOGLER, 2002).

2.10.6.3 Reator batelada alimentada

A utilizacdo do processo batelada alimentada, também conhecido como “Melle-
Boinot” no Brasil, se generalizou no final da década de 1960 e na década de 1970. Quando
houve a criacdo do programa Nacional do Alcool, em 1976, todas as destilarias foram
equipadas com este processo. Basicamente, o processo descontinuo alimentado € definido
como uma técnica em processos microbianos, na qual um ou mais nutrientes sao
adicionados ao fermentador durante o cultivo e os produtos gerados permanecem até o
final da fermentacéo. A vazdo de alimentacdo pode ser constante ou variar com o tempo,
e a adicao de mosto pode ser de forma continua ou intermitente (CARVALHO e SATO,
2001).

O principal objetivo da operacdo em modo batelada alimentada € controlar a
concentracdo do substrato (SILVA et al., 2003). Este processo € usado quando se procura
diminuir o efeito inibitério causado pelo excesso de substrato. Yamane e Shimizu (1984)
definiram o processo como sendo um cultivo onde existe adicdo de um ou mais nutrientes.
A forma de adicdo pode ser com vazdo constante ou variavel, continua ou intermitente
(KELLER e DUNN, 1978). Essa forma de operacdo é tipica da area de Engenharia
Bioquimica, e foi praticamente desenvolvida para os processos fermentativos, sendo muito

pouco frequente para reatores quimicos nao bioldgicos.
2.11 Imobilizacado de B-galactosidase e Producédo de Galacto-oligossacarideos
A enzima B-galactosidase tem sido imobilizada por diversas técnicas, incluindo

adsorcao fisica, encapsulamento em gel e ligacdes covalentes (DI SERIO et al., 2003;

EMBREGUL et al., 2006). A escolha do suporte é determinada pelas condicbes em que a



65

enzima sera usada e pelo método de ligagdo envolvido. Um grande nimero de suportes
tem sido usado e novos suportes continuam a surgir, provavelmente devido ao fato de
nenhum deles ser ideal para a pratica.

Prenosil et al., (1987) observaram uma diminui¢do na producéo de GOS de lactose
(15 % m/v) como resultado da imobilizagdo de B-galactosidase de Aspergillus niger em
Duolite s-76. Eles sugeriram que a presencga de restricdes internas na transferéncia de
massa pode ser responsavel pelos menores rendimentos obtidos. No entanto, ha maioria
dos casos, as limitacdes de transferéncia de massa séo insignificantes, devido a alta
concentracdes de substrato (40 % m/v) empregadas no sintese (HUERTA et al., 2011).

Zhong-Chen-Hu et al., (1993) estudaram a B-galactosidase de Aspergillus oryzae,
imobilizada em espuma de poliuretano em reator de leito dindmico, em pH 7,3 e
temperatura de 37 °C. A enzima (-galactosidase ficou estavel nas condi¢des operacionais
aproximadamente por 15 horas.

Sheldon et al., (1998) imobilizaram B-galactosidase comercial de Aspergillus oryzae
e Kluyveromyces fragilis por adsor¢cdo em resina fenol-formaldeido denominada Duolite.
Ates e Mehmetoglu (1997) desenvolveram um novo método de imobilizacdo por
entrelagamento da enzima em alginato de cobalto

Sheu et al., (1998) estudaram a formacédo de galacto-oligossacarideos (GOS) em
um reator tubular, com B-galactosidase de Aspergillus oryzae, imobilizada tratada com
glutaraldeido em esferas de quitosana. Os maximos rendimentos alcancados foram 18, 21
e 26 % com concentracGes de lactose de 100, 200 e 300 g L* respectivamente. Obtiveram
menores rendimentos de GOS no sistema imobilizado do que no sistema da enzima
solavel. No sistema continuo de reacdo, ndo observaram perda significante de atividade
depois de 30 dias de operacgéo.

Obédn et al., (2000) estudaram a imobilizacdo da B-galactosidase derivada de
Kluyveromyces lactis em AMBERLITE IRC-50 para hidrélise da lactose do leite. Tanriseven
e Dogan (2002) utilizaram B-galactosidase derivada de Aspergillus oryzae para
imobilizacdo em alginato de sédio com gelatina endurecidas com glutaraldeido. A
imobilizacdo resultou num rendimento de 56 % e a atividade relativa retida por 35 dias sem
decréscimo.

Brena et al., (2001) estudaram o processo de imobilizagao de (3-galactosidase de
Kluyveromyces lactis e Escherichia coli, por ligacéo agarose-glutaraldeido de grupos amino
e agarose-tiosulfinato, pelos grupos tiol. Em geral, grupos TSl-agarose exibiram
rendimentos maiores (60 a 85 %) do que o outro grupo (36 a 40 %). Mammarella e Rubiolo
(2003) estudaram a eficiéncia de B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis encapsulada
em gel de alginato de calcio e K-carragena e sua estabilidade operacional nas matrizes

formadas, determinando a atividade do biocatalisador. A desativacao térmica e as perdas
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de proteinas devido ao aumento de tamanho da particula do gel foram avaliadas e levadas
em consideragdo na equacdo da taxa de reacdo. Os resultados mostraram que, a
quantidade de enzima encapsulada no gel foi reduzida, devido a perda de proteina,
causada pelo aumento de tamanho da particula do gel.

Di Serio et al., (2003) utilizaram B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus para
estudar os efeitos cinéticos e da influéncia de trés tipos de suportes na imobilizagdo. Neste
estudo foi analisado o comportamento cinético da enzima B-galactosidase imobilizada em
diferentes suportes oxidos, tais como alumina, silica e silicato de alumina. Observaram
uma forte dependéncia entre a atividade da enzima imobilizada com a natureza quimica e
a estrutura fisica do suporte, em especial o tamanho da particula. O suporte silica
apresentou uma melhor performance do que a alumina para estruturas porosas similares.
Ja o silicato de alumina apresentou resultados comparativos com os obtidos em silica,
confirmando a importancia da natureza quimica do suporte. A atividade enzimatica
decresceu com 0 aumento do tamanho da particula. Um estudo cinético de pellets esféricos
de silica (0,25 - 0,50 mm) em um reator de leito fixo foi realizado. O modelo cinético que
mais se ajustou foi de Michaelis-Menten, com inibigdo pelos produtos.

Maugard et al., (2003) estudaram a sintese de galacto-oligossacarideos a partir de
B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis solavel e imobilizada, utilizando irradiagdo de
micro-ondas ou aguecimento convencional. O suporte utilizado para a imobilizacdo foi a
resina Duolite A-568, que aumentou a sintese dos galacto-oligossacarideos (GOS). Foi
examinado a vantagem de irradiagdo por micro-ondas na formacédo dos GOS, que se
obteve como resultado um aumento na sintese dos mesmos.

Spletchna et al., (2007) relataram a sintese de GOS em CSTR com um fluxo externo
cruzado em membrana de ultrafiltracdo usando B-galactosidase de Lactobacillus reuteri e
comparou com a sintese com a convencional, mas o foco estava nas diferencas de
composicdo de GOS e ndo em parametros operacionais.

Ebrahimi et al, (2010) também relataram a sintese de GOS em um CSTR equipado
com uma membrana de ceramica e destacaram a conveniéncia de tal sistema, embora
reconhecendo que os parametros de operacdo ainda precisariam ser otimizados. Mais
recentemente,

Valiseva et al.,, (2012) desenvolveram uma membrana funcionalizada para
imobilizar a B-galactosidase isolada de Escherichia coli, via ligacdo cruzada e ligagéo
quimica covalente. A membrana utilizada foi uma membrana de polipropileno
funcionalizada (espessura 150 um, porosidade efetiva de 90 % e tamanho médio de poro
de 0,2 um). A imobilizagao conferiu aumento na atividade. A 50 °C, a atividade para a
imobilizada foi 60 % e para a enzima soltvel 10,7 %. Também foi obtida maior atividade

relativa (92,77 %) com membrana modificada por hexametilenodiamina. A capacidade de
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armazenamento aumentou com a imobilizagdo. Apds 300 dias, a atividade relativa se
manteve em 90 % da capacidade inicial, frente a 45 % para a enzima solavel.

Bernal et al., (2014) realizaram estudo comparando a imobilizacdo via ligacdo
covalente em silica, ativada por grupos glioxil, com o método de adsorc¢édo, utilizando a
enzima [(-galactosidase. Na imobilizacdo por adsorcéo, o catalisador obtido apresentou
rendimento de imobilizacdo e atividade especifica inferior. Mas, a imobilizacdo covalente
em silica ativada conferiu maior estabilidade térmica a 55 °C, pelo menos para B-
galactosidase de B. circulans e Kluyveromyces lactis. A estabilidade aumentou em 120
vezes e o rendimento de imobilizacéo foi de 60 % para a imobilizacdo na presenca de
glicerina, 0 que suprime completamente a lixiviacdo, como é esperado, em comparacao
com a adsorgéo sobre a silica sem tratamento.

Palai et al., (2014) investigaram e avaliaram a cinética de formacdo de galacto-
oligossacarideos (GOS), com alimentagéo e recirculagéo parcial a partir de uma solugéo
de lactose, utilizando B-galactosidase de Bacillus circulans grau comercial, imobilizada via
ligagdo cruzada em membrana de PVDF microporosa hidrofébica (tamanho de poro 0,22
pum, didmetro 0,047 m, espessura 125 uym, porosidade de 75 % e permeabilidade de agua
9000 L h'* m2). Estudos foram realizados para observar o efeito da concentracéo de lactose
e da taxa de alimentacéo na formacdo de GOS. A maxima formacdo de GOS obtida foi de
30 % apés 60 h, concentracdo de lactose inicial 50 g L?; 0,5 mL mint de taxa de
alimentacdo e 1,5 mL mint de taxa de recirculacdo a 40 °C. Foi observado que a
seletividade para GOS aumentou e que houve uma leve reducéo na producédo de GOS com
0 aumento da concentracéo inicial de lactose. Apés 30 dias, a atividade enzimatica relativa
foi de 50 % da inicial para a enzima imobilizada, frente a 100 % de perda para a enzima
soluvel apos 21 dias. O modelo cinético desenvolvido mostrou muito boa concordancia com
os resultados simulados mesmo a baixas concentragdes de lactose.

Vera et al. (2014) realizaram estudo comparando a producdo de GOS por
Aspergillus oryzae em reator batelada e batelada alimentada. A sintese em batelada
alimentada permitiu um aumento na concentragdo méxima total de GOS de 115 (batelada)
para 218 g, como consequéncia do aumento da concentracdo de agucares totais 40 - 58
% m / m. Essa alta concentracdo de agucares totais ndo era atingida no processo em
batelada, devido a baixa solubilidade da lactose na temperatura reacional (40 °C).

Ansari et al., (2015) sintetizaram e modificaram a superficie de nanodiamantes
(nanopatrticulas de carbono com arquitetura octaédrica; 20 nm), com glutaraldeido para
imobilizagao da B-galactosidase de Aspergillus oryzae e compararam a estabilidade e a
atividade com a enzima soluvel. A imobilizagdo conferiu maior retencao de atividade (87 %
atividade inicial ap6s 5 usos); aumento gradual e constante da hidrélise da lactose para

imobilizadas com o tempo e diminui¢céo rapida para a enzima soluvel.
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Valiseva et al., (2016) realizaram um estudou de otimizagdo das condi¢cdes de
hidrélise da lactose por B-galactosidase sollvel e imobilizada em um processo batelada.
Estudaram a estabilidade da enzima e encontraram as condi¢des Otimas de hidrolise de
soro de leite para um reator continuo de membrana de fibra oca. Avaliaram o reuso da
enzima imobilizada em um médulo de membrana continuo. A enzima utilizada foi a -
galactosidase isolada de Escherichia coli. A enzima foi imobilizada por liga¢do cruzada via
glutaraldeido em uma membrana de polipropileno (espessura 150 um, porosidade efetiva
de 90 % e tamanho médio de poro de 0,2 ym). A hidrélise da lactose com a enzima
imobilizada foi 60 % mais eficaz do que com a enzima sollvel e a estabilidade foi 2 vezes
maior. Parametros 6timos da membrana para processo continuo: 100 cm? e 1,0 mL min™,
Ap0s 10 h a hidrolise foi de 91 %. A retengéo da atividade enzimatica apos 20 ciclos foi de
70 %.

Cordova et al., (2016) projetaram e otimizaram um biorreator de membrana de
ultrafiltragcéo, utilizando altas concentracdes de lactose. O sistema permitiu um significativo
aumento na quantidade de substrato processado, e um aumento de 2,44 vezes na
guantidade de GOS produzido por unidade de massa de catalisador. Isto foi obtido em
relacdo a um sistema batelada, concluindo que os resultados podem ser melhorados além
disso, otimizando a relagédo area da membrana/volume de reacao.

Khan et al.,, (2017) desenvolveram um método efetivo de imobilizacdo da B-
galactosidase de Aspergillus oryzae, via ligagdo quimica covalente e ligacao cruzada. Foi
utilizado como suporte nanocompésito de nanotubos de carbono de paredes multiplas com
polianilina cobalto (tamanho de particula 18 a 23 nm). A imobilizagdo conferiu maior
resisténcia a desnaturacdo por temperatura para enzimas imobilizadas por ligacdo
covalente e por ligacdo cruzada (46 e 78 % da atividade inicial), frente a soltuvel (5 %).
Maior retengéo da atividade ap0s 10 usos para as imobilizadas por liga¢éo cruzada (92 %
da atividade inicial), que para as por ligagdo quimica covalente (74 %).

Guerrero et al., (2018) avaliaram o efeito do tipo de imobilizagdo no rendimento e
seletividade para a sintese de oligossacarideos. A enzima [(3-galactosidase de Aspergillus
oryzae foi imobilizada por reticulagédo e agregacédo (CLA) e por ligagédo covalente a glicosil
agarose monofuncional (GA), e aos suportes heterofuncionais — agarose amino-glioxil (Am-
GA), carboxi-glioxil-agarose (Cx-GA) e quelato-glioxil-agarose (Che-GA), com o objetivo de
determinar o efeito da imobilizagcdo no desempenho dos biocatalisadores em termos de
produtividade, parametros cinéticos e distribuicdo dos produtos na sintese de
oligossacarideos transgalactosilados (lactulose, galacto-oligossacarideos e frutosil-
galacto-oligossacarideos). Em todas as reacdes de transgalactosilagdo, o rendimento foi
pouco afetado pelo tipo de imobilizacdo; entretanto, um forte efeito sobre a produtividade

foi observado, sendo maior com a enzima imobilizada em CLA-BG e Am-GA, e a menor
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com a enzima imobilizada como Cx- GA e Che-GA. O tipo de imobilizacdo teve forte
influéncia nos parametros cinéticos aparentes dos biocatalizadores, afetando a
composi¢cdo do produto durante a sintese de oligossacarideos transgalactosilados.
Restricbes difusionais dos biocatalizadores aumentaram com o grau de reticulagéo,
tamanho de particula e carregamento de enzima; no entanto, seu efeito sobre a sintese
dos produtos transgalactosilados foi baixo, uma vez que as reac¢des foram conduzidas em
concentracdes muito elevadas de substrato. Os resultados sugerem que, devido as
condicbes de operacéo, a imobilizacao tem um impacto mais critico na hidrélise da lactose
do que na suatransgalactosilacdo, ha qual o uso de concentracdes muito altas de substrato
€ obrigatoério.

Guerrero et al., (2019) estudaram a sintese de lactulose a partir de frutose e lactose
em operacdo continua em reator de leito empacotado com glioxil-agarose e -
galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada. O efeito do fluxo, proporgdo de substrato,
e a relacdo de massa de empacotamento de material inerte ao biocatalisador (MB/MIM)
foram estudadas no desempenho do reator. Um aumento em qualquer uma dessas
variaveis produziu um aumento no rendimento de lactulose (YLu), sendo maior do que o

obtido na sintese em batelada em condi¢cdes comparaveis.

2.12 Consideragdes Finais

De acordo com o encontrado na literatura, neste trabalho, realizou-se a producéo
de galacto-oligossacarideos, primeiramente em reator batelada, utilizando a enzima (-
galactosidase, proveniente de Kluyveromyces lactis. A enzima foi imobilizada em silica
ativada com glioxil e posterior reticulagdo com glutaraldeido, visando maior estabilidade
térmica. Para este sistema foram otimizadas as melhores condigbes de: tamp&o do
substrato, concentragéo de lactose no substrato, quantidade de biocatalisador utilizado na
reacdo e temperatura da reacdo. Com as melhores condi¢cdes de sintese obtidas nesse
sistema, a titulo de comparacao, foram realizadas sinteses em reator batelada alimentada
e reator coninuo (CSTR). Estas configuragfes de reatores sdo pouco usadas na literatura
para a producdo de galacto-oligossacarideos e foram utilizadas a fim de manter a

concentracdo de lactose sempre alta.
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3. CAPITULO Ill - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo est4d descrita toda a metodologia experimental, bem como os
equipamentos utilizados na realizacdo do trabalho. Na Figura 3.1, apresenta-se um

diagrama resumido da sequéncia em que foi feito o trabalho:
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Figura 3.1 - Diagrama da sequéncia de procedimentos realizados neste trabalho.

Fonte: A autora.
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3.1 3.1 Materiais
3.1.1 Substrato

O substrato utilizado foi o soro de leite em pd, adquirido da industria CATIVA
(Cooperativa Agro, Londrina-PR). A constituicdo média deste material mostrada na Tabela

3.1, foi analisada no DQI — UEM.

Tabela 3.1 - Caracterizacdo quimica do soro de leite em pé

Analises Valores (%)
Umidade 0,54 %
Cinzas 5,07 %
Proteina 13,12 %
Gordura 1,12 %
Lactose 75,00 %

3.1.2 Solug&o Tampéao de Formulagdo Especial

O tampéo de formulagdo especial contém a mesma concentracdo dos principais
minerais encontrados naturalmente no leite de vaca e tem a composicdo mostrada na
Tabela 3.2.

O pH do tampéo foi ajustado com HCI 1N e NaOH 4N. Foi adicionado 0,01 % de

NaNs; como conservante. O tampao foi preparado com agua destilada.

Tabela 3.2 - Composi¢éo da solu¢do tampao de formulacdo especial.

Reagentes Mmol L*
Citrato de Naz H>O 2,70
Acido Citrico. H.0 7,91
K2SO4 1,03
K2HPO, 2,99
KH2PO, 10,80
KOH 19,43
MgCl..6H.0 4,08
CaClz 2H-0 5,10
NaOH 4 eq/L 10,00
NaHCO3 3,33

Fonte: Adaptado de Novo (1979) e Matioli et al., (2001).
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3.1.3 Enzima

Beta-galactosidade (E.C. 3.2.1.23), obtida a partir da fermentacdo de cepas
selecionadas da levedura Kluyveromyces lactis. A preparacdo comercial utilizada foi a
Lactozym 2600 L (LAU mL?) Novozymes, adquirida da Sigma-Aldrich, onde, um LAU
corresponde a quantidade de enzima que libera 1,0 micromol de glicose por minuto, sob

condicbes de reacdo padronizada.

3.1.4 Suporte

A silica de porosidade controlada foi fornecida pela Corning Glass Works (Corning,

NY). Foram realizadas analises de BET e MEV na silica antes e apds o tratamento quimico.

3.1.5 Reagentes Analiticos

O reagente GOD-PAD utilizado na determinacdo enzimética da glicose das
amostras, foi o kit da Bioliquid.
Na determinacdo do teor de proteina da enzima [-galactosidase, empregou-se
como padrdo a albumina bovina, contendo 4 g de proteina total / 100mL da Merck. O
reagente azul de Comassie utilizado foi adquirido da Synth.
Para silanizacdo do suporte, foi utilizado GPTMS (3-glicidoxipropiltri-metoxisilano)
adquirido da Sigma-Aldrich.
Na reacdo poés-imobilizacdo, foi utilizado Glutaraldeido 25 %, Riedel-de Haén,
Qumibras Ind. Quimica.
Na realizagdo das curvas padrdo para a cromatografia liquida (CLAE) foram
utilizados os seguintes reagentes:
a) Padréo CLAE Supelco ALFA-LACTOSE MONOHIDRATA;
b) Padrdo CLAE Supelco D-(+) GLICOSE;
c¢) Padréo CLAE Fluka GALACTOSE.

Os demais reagentes foram de grau analitico P.A.
3.1.6 Equipamentos
Para os ensaios de determinacdo da atividade da enzima beta-galactosidase,

reacOes de hidrolise e reacdes de producdo de galacto-oligossacarideos; utilizou-se um

reator de vidro com camisa, por onde circulava agua aquecida na temperatura do ensaio.



73

A agitacao da solucéo dentro do reator foi promovida por meio de agitador magnético, como

pode ser observado na Figura 3.2.

~ 3 Agua
e JT J
[ ® ® Solugéo de Lactose
5 >

Figura 3.2 - Esquema de um reator batelada
Fonte: Adaptado de Rossetto, (2013).

Outros equipamentos e materiais consumiveis utilizados no desenvolvimento deste
trabalho foram:

a) Espectrofotbmetro UV-VIS, marca SHIMADZU, modelo UV-1601PC;

b) pHmetro TECNAL, modelo TEC-2;

c¢) Agitador de tubos PHOENIX AT 56;

d) Banho termostatico Dubnoff Tecnal TE-053;

e) Bomba Tecnal TE-0198;

f) Bomba MasterFlex Modelo 75563-70 (6-600 rpm);

g) Balanca semi-analitica METTLER PM400;

h) ASAP 2020 Micromeritics;

i) Cromatoégrafo liquido de alta performance (CLAE), marca GILSON, equipado com
detector UV/VIS-152;

j) Coluna para CLAE SUPELCOGEL CA (9 um, 30 cm X 7,8 mm);

k) Pré-coluna SUPELCOGEL CA (9 um, 5cm X 4,6 mm).

3.2 Métodos
3.2.1. Determinacéo da Concentracdo de Glicose
A concentracdo de glicose medida durante a reacdo da hidrélise da lactose foi

realizada pelo método de GOD-PAD, utilizando o kit enzimatico colorimétrico da Bioliquid
(TRINDER, 1969).
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3.2.2. Teor de Proteina da Enzima

O teor de proteina da enzima B-galactosidase (LACTOZYM 2600L (U mL™?) foi
determinado pelo método colorimétrico do azul de Comassie (BRADFORD, 1976). O teor
de proteina medido foi igual a 10,19 mg mL* de solucédo de enzima comercial.

3.2.3 Determinacgéo da Atividade da Enzima

A atividade da enzima beta-galactosidase foi determinada pelo método das
velocidades iniciais. A solucdo tampao utilizada foi a apresentada no item 3.1.2, Tabela
3.2.

3.2.3.1 Método das Velocidades Iniciais

A atividade enziméatica foi determinada pelo método das velocidades iniciais em
reator batelada com agitacdo magnética (Figura 3.2) (MATIOLI et al., 2001). As amostras
eram retiradas do reator em intervalos de tempo pré-determinados, acompanhando a
conversao de lactose em glicose e galactose.

A velocidade inicial da reacao foi determinada fazendo-se a regressao linear entre
a glicose produzida na reacao (umoles) e o tempo de reagdo (minutos), utilizando-se o

método dos minimos quadrados. A glicose produzida foi calculada pela equacgéo (3.1):

GP = ([Cg] — [Cay]) * M— (3.1)

Em que: GP = concentragdo de glicose produzida (umol); [Cs] = concentragdo de
glicose na amostra no tempo ‘t' (mg mL™1); [Cs;] = concentragéo inicial de glicose (mg mL"
1); V. = volume da reag&o no tempo ‘' (mL); M, = massa molar da glicose (0,18 mg de
glicose / umol).

A atividade enzimatica foi calculada a partir da equagéo 3.2:

ATIVIDADE (U.mL™1) = moldeglicose (3.2)

tempo*Venzima
Em que: Verima = volume da enzima empregado no ensaio.

A atividade especifica da enzima foi calculada pelo coeficiente angular da curva de

glicose em funcéo do tempo:
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4, =2 (3.3)

Em que: 4. = atividade especifica (U mg™); b, = coeficiente angular da curva de
glicose em funcdo do tempo de reacdo; P = massa de proteina utilizada no ensaio (mg).

A determinacgdo da atividade enzimatica foi baseada na metodologia proposta por
Matioli et al., (2001), conforme descrito a seguir:

a) Preparou-se uma solugéo 5 % (m/v) de lactose em tampéo de formulacéo especial
(Tabela 3.2) e ajustou-se o pH com HCL 1N e NaOH 4N.

b) No reator batelada foram adicionados 50 mL da solucdo de lactose 5 % (m/v) em
soro de leite e ajustado a temperatura.

c) Apés a temperatura estabilizada, foi adicionado 1,0 mL da solu¢do da enzima na
concentracdo desejada (1 : 50) para a enzima soluvel. Apés 15 segundos foi
retirada uma amostra de 0,5 mL e adicionada em um tubo de ensaio contendo 1,0
mL de agua destilada. O tubo foi tampado e imerso em banho com agua fervente,
por 10 minutos, para inativacdo da enzima. Em seguida, foi resfriado em banho-
maria com agua a temperatura ambiente. Os tubos foram mantidos a 4 °C até a
dosagem de glicose pelo método GOD-PAD.

d) Novas amostras foram retiradas de 5 em 5 minutos até completar 30 minutos de
reacao.

e) A atividade enzimética foi calculada pelas equacdes 3.2 e 3.3.
3.2.4. Propriedades Cataliticas da Enzima B-Galactosidase Soluvel
3.2.4.1. Atividade Especifica em Funcéo do pH e da Temperatura

A atividade especifica da enzima soluvel foi determinada em reator batelada como
descrito no item 3.2.3. O substrato foi preparado com uma solugéo de soro de leite em pé
com 5 % (m/v) de lactose em 10 % de tamp&o de formulacéo especial. O teor de proteina
da enzima foi de 10,19 mg mL* de solucéo, utilizando uma diluicdo da enzima de 1:50.

A faixa de pH testada foi de 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5 e a temperatura de 30, 35, 40, 45 e
50 °C. Foi utilizada a solugéo tampé&o recomendada pela NOVO INDUSTRI S/A (NOVO,
1979 e MATIOLI et al., 2001) descrita no item 3.1.2.

O tempo de incubacdo da enzima foi de 30 minutos para cada temperatura,
retirando amostra de 5 em 5 minutos.

O ensaio foi realizado conforme descrito a seguir (MATIOLI et al., 2001):
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a) Preparava-se 50 mL de cada soluc¢do tampéo em todos os pH (6,0; 6,5; 7,0 e 7,5);

b) Preparava-se 100 mL de solucao de soro de leite em p6 com 5 % (m/v) de lactose
em cada pH;

c) Preparava-se uma solugéo enzimatica diluida 1 : 50;

d) Aquecia-se o banho na temperatura desejada;

e) No reator batelada eram adicionados 50 mL da solucdo de lactose 5 %, e esperava-
se a temperatura estabilizar;

f) Adicionava-se 1,0 mL da solucéo da enzima, e ap6s 15 segundos retirava-se 0,5 mL
da amostra, que era colocada em tubo contendo 1 mL de agua. O tubo tampado
era imerso num banho de agua fervente durante 10 minutos, com o objetivo de
inativar a enzima, e resfriado a temperatura ambiente. Este era o branco, ou seja,
0 ponto correspondente ao tempo zero;

g) Em seguida, retirava-se amostras de 0,5 mL de 5 em 5 minutos até completar o
tempo de 30 minutos. Estas amostras eram submetidas ao mesmo tratamento feito
ao branco (etapa f).

h) Posteriormente, os tubos eram mantidos a 4 °C até dosagem de glicose pelo método
GOD-PAD, descrito no item 3.2.1;

i) A atividade especifica foi calculada pela equacao 3.3.

3.2.4.2 Estabilidade Térmica da Enzima

A estabilidade térmica da enzima B-galactosidase, em presenca de substrato
(solucdo de soro de leite em p6 com 5 % (m/v) de lactose em 10 % (v/v) de tampao de
formulacao especial, pH 6,5), foi determinada nas temperaturas de 30, 35, 40, 45 e 50 °C.

O experimento seguiu as seguintes etapas (MATIOLI et al., 2001):

a) Aqueceu-se o0 banho para a temperatura desejada;

b) Colocava-se em um baldo, 100 mL de substrato. Este era tampado e imerso no
banho, onde permanecia 10 minutos a fim de atingir o equilibrio térmico;

c) No reator batelada (item 3.1.6), colocava-se 50 mL da solugdo de substrato e
aguardava-se cerca de 5 minutos para a estabilizacdo da temperatura;

d) Adicionava-se ao baldo (etapa b), 1 mL da enzima [-galactosidase.
Homogeneizava-se e acionava-se o crondmetro. Esta solu¢éo estoque de enzima
permanecia incubada na temperatura desejada, sendo que a intervalos de 40
minutos uma aliquota de 1 mL era retirada para a determinacdo da atividade
residual a 45 °C, procedendo-se como indicado nas etapas f a g subsequentes;

e) Adicionava-se ao reator batelada (etapa c), 1 mL da solucdo estoque de enzima

(etapa d), acionava-se o cronébmetro, aguardava-se 10 segundos e retirava-se uma
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amostra de 0,5 mL, que era adicionada em tubos contendo agua destilada. A
inativagédo da enzima era realizada como no item 3.2.3;

f) Este era o branco e correspondia ao tempo zero da reagao;

g) Prosseguia-se retirando-se amostras de 0,5 mL a cada 5 minutos até integralizar 30
minutos de reacdo. Todas as amostras eram tratadas como no item 3.2.3;

h) Ap6s 30 minutos de reacao, lavava-se o reator com agua, secava-se com papel
absorvente, adicionava-se novos 50 mL de solucdo de lactose 5 %, pH 6,5 e
aguardava-se 5 minutos para atingir o equilibrio térmico (45 °C);

i) As etapas f a g eram repetidas até se integralizar 240 minutos de incubacao da
solucdo de enzima (etapa d);

J) A atividade especifica da enzima foi calculada pela equagéo 3.3.

3.2.5 Imobilizagdo da Enzima B-Galactosidase

A imobilizagdo da enzima B-galactosidase, em silica porosa, foi feita pelo método
de ligacdo covalente, que compreendia as seguintes etapas: (a) modificacdo quimica da
silica; (b) imobilizacdo da enzima; (c) reticulacdo com glutaraldeido apds a imobilizacao.

Este método, cujas etapas estdo descritas a seguir, € uma adaptacdo do método
original de Bernal et al., (2014). Foram alterados os seguintes parametros: temperatura e
concentracdo de GPTMS na etapa de silanizacdo da silica, quantidade de NalO4 na etapa
de oxidacdo da silica, temperatura, quantidade de enzima, pH e tempo na etapa de

imobilizacao.

3.2.5.1 Modificac&o Quimica da Silica

Este procedimento foi aplicado para 1 g de suporte.

A silica de porosidade controlada foi silanizada com 30 mL de solu¢do aquosa de
GPTMS ((3-Glycidoxipropil)metildietoxisilano), de diferentes concentrac¢des (0,1; 0,5; 1,0;
1,5 e 10,0 %), a 60 °C, durante 6 h, sob agitagdo suave. A hidrélise dos grupos epoxi foi
realizada com H>SO, 0,1 M durante 2 h a 60 °C. Apoés isto, o material foi filtrado e lavado
com mistura de acetona-agua (50 %) e seco a 45 °C por 12 horas. A oxidagcdo foi
processada com solucéo de NalO. 0,016 M, durante 2 h a 20 °C. Ao final da modificagédo
quimica o material foi seco a 45 °C por 24 horas. Durante a etapa de modificacdo, foi
formado um intermediario reativo que continha um grupamento aldeido conforme a Figura
3.3. Na etapa de imobilizacéo, foram formadas bases de Schiff entre o grupamento aldeido

do suporte e o grupamento amina da enzima Bernal et al., (2014).
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Figura 3.3 - Esquema da reagao que ocorre durante a modificacao quimica da silica (
Fonte: Adaptado Bernal et al., (2014)

3.2.5.2 Reacdo de Imobilizacdo da enzima

Misturou-se o suporte com 5mL de solu¢do enzimatica tamponada (250 U de B-
galactosidase por mL de solucéo, pH 6,5, 100 mM tampé&o de formulagéo especial (Tabela
3.2)), e a suspensdao foi incubada a 20 °C durante 48 h, sob agitacdo. Em seguida, o
derivado foi reduzido com uma solugédo de NaBH4 (4 mg por mL de solug&o), durante 30
min a 20 °C. A recuperacdo da proteina na enzima imobilizada foi determinada como a
diferenca das medidas de concentrac@o de proteina nas solucdes da enzima soluvel e a

do final da imobilizagéo.

3.2.5.3 Reticulagdo com Glutaraldeido ap6s a Imobilizacéo

Visando aumentar a estabilidade térmica da enzima, foram testadas diferentes
concentracdes de glutaraldeido (0,1; 0,5; 1,0 e 2,0%) na reacdo poés-imobilizacdo via
ligacdo cruzada. O reagente foi adicionado puro, junto com toda a solucao de imobilizacéo,
antes de adicionar o NaBH.. Deixou-se reagir por 30 min e em seguida adicionou-se 0
NaBH4 (200 mg), deixando reagir por mais 30 min, sob agitacdo constante. Finalmente, o
biocatalisador foi filtrado, lavado e armazenado em solugdo tampdo em ambiente

refrigerado.
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3.1.6 Caracterizagdao da Enzima B-Galactosidase Imobilizada

3.2.6.1 Determinacado da Quantidade de Enzima Fixada

A quantidade de enzima fixada no suporte era determinada como indicado a seguir
(ZANIN, 1989):

a) Dosava-se o teor de proteina da solucdo diluida de enzima antes da imobiliza¢éo;

b) Dosava-se o teor de proteina da solucdo de enzima apds 0 processo de
imobilizacéo;

c) Dosava-se o teor de proteina nas diferentes fracbes de 4gua de lavagem;

d) A gquantidade de enzima fixada era (proteina determinada na etapa a) — (proteina
determinada na etapa b + proteina determinada na etapa c);

e) A quantidade de enzima fixada por grama de suporte era obtida dividindo-se a
proteina fixada (etapa d) pela massa de sélido seco utilizada (mg proteina / g

suporte).

3.2.6.2 Determinagéo da Atividade da Enzima Imobilizada

A atividade da enzima [B-galactosidase foi determinada pelo método das
velocidades iniciais (item 3.2.3), utilizando-se como substrato 50 mL solugédo de soro de
leite em pd com 5 % (m/v) de lactose em 10 % de tampao de formulacao especial, pH 6,5.
O ensaio foi conduzido como descrito a seguir (ZANIN e MORAES, 1998):

a) Pegava-se uma certa quantidade de enzima (aproximadamente 5 g), lavava-se
com agua destilada no funil de Blichner, e em seguida deixava-se secar, com 0
vacuo ligado, durante 20 minutos, aproximadamente;

b) Pesava-se em uma cesta, 1 g de enzima imobilizada (massa umida), e 1 g de
enzima imobilizada em um cadinho de porcelana para determinacdo da umidade
a 105 °C;

c) Colocava-se a cesta no reator batelada, que ja continha 50 mL de solugéo de
lactose na temperatura equilibrada desejada, e acionava-se o cronémetro;

d) Retirava-se amostras de 0,5 mL a cada 5 minutos até completar 30 minutos de
reacdo. Apés esse periodo, a cesta era removida e continuava-se a reagao por
mais 10 minutos quando se retirava uma nova amostra,

e) As amostras eram submetidas ao tratamento indicado no item 3.2.3.

A atividade (4) da enzima imobilizada, obtida a partir do coeficiente angular (b;) da
reta ajustada aos dados da glicose produzida (micromoles) em fungéo do tempo (minutos),

representa o nimero de unidades (U) por grama de suporte (massa seca).
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Ay =2 (3.4)

Em que: 4;= atividade da enzima imobilizada (U g*); M;= massa de suporte, massa
seca (Q).
A atividade especifica (Aic) da enzima imobilizada é definida como sendo a atividade
por mg de proteina fixada, obtida pela equacao 3.5:
Ai

Aje = (3.5)

" mgproteina/gsuporte

Em que: 4, = atividade especifica da enzima imobilizada (U mg™)

3.2.6.3 Célculo dos Parametros de Imobilizagéo

Este estudo compreendeu a obtencéo e a caracterizacéo dos derivados, no que se
refere ao rendimento de imobilizacdo e a retencdo de atividade. Rendimento global e
atividade recuperada foram definidas como segue:
a) Rendimento de Global (RG) - razdo entre a atividade aparente (Aar) € atividade
enzimatica inicialmente oferecida (Aok);
b) Atividade Recuperada (AR) - razao entre a atividade aparente (Aap) € atividade

imobilizada teoricamente (Aiwr).
3.2.7 Caracterizacdo do Suporte
3.2.7.1 Quantificacdo de Grupos Aldeidos
A quantificacdo de grupos aldeidos formados por mililitro de suporte era feita por
iodometria, segundo adaptacdo da metodologia de Pereira et al., (2004), descrita a seguir.
O periodato (I04) ndo consumido na reacdo de oxidacdo dos grupos gliceril
(&lcoois) reage com o iodeto (I) em excesso, gerando o ion tri-iodeto (l3), o qual é
quantificado por colorimetria:

10y + 517 + 6H;0% & 315 + 12H,0 (3.6)

E necessario iodeto em excesso para gerar o fon tri-iodeto (equacéo 3.6), pois o

iodo na forma I, € muito volatil.
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L(aq.)+1" o I3 (3.7)

Em solucéo acida h& perda de iodo, por volatilizagéo, devido a oxidacdo de iodeto
por oxigénio atmosférico (equacéo 3.7). Assim, a quantificacdo do periodato de sodio néo
consumido era realizada em meio contendo bicarbonato de sodio, pois, a oxidagéo

atmosférica de iodeto é desprezivel em solugdo neutra (VOGEL, 1981).

A" + 0, + 4H* & 21, + 2H,0 (3.8)

Em uma cubeta de vidro, contendo 3 mL de uma solugcéo 1: 1 (v/v) de iodeto de
potassio 10% e bicarbonato de sddio saturado, era adicionado 100 yL de uma solugcao
aguosa de periodato, preparada nas mesmas condicbes da suspensdo do suporte
(substituindo suporte por agua). Em um espectrofotbmetro, fazia-se uma varredura de
comprimentos de ondas, escolhendo-se aquela que fornecesse uma absorbancia igual a 1
(423 nm para uma solu¢do aquosa de periodato 0,01 M). Cem microlitros do sobrenadante
final da oxidag&do eram posteriormente adicionados a 3 mL da solugdo 1 : 1 descrita
anteriormente, correspondendo o decréscimo na absorbancia a porcentagem de grupos

aldeidos formados.

3.2.7.2 Adsorcgéo de Nitrogénio (BET)

A adsorcdo pode ser enunciada, de maneira bastante simplificada, como um
processo na qual uma substancia gasosa, liquida ou sélida fica presa a superficie de um
sélido (SKOOG et al.,, 2008). De uma forma mais especifica, pode-se caracterizar a
adsorcdo como a variacdo da concentracdo de uma substancia em uma interface, sendo
gue o espaco de interface é uma medida arbitraria da regido limite entre duas substancias
ndo-misciveis. Quando a concentracdo de uma substancia aumenta em uma interface,
ocorre o0 que se denomina de adsorcao positiva. Quando a concentracdo desta substancia
diminuiu na regiao de interface, tem-se uma adsorcéo negativa. Porém, costuma-se tratar
o fenébmeno de adsorcéo apenas nos casos de adsorcao positiva (NETZ e ORTEGA; 2002).
A substéncia que sofre o0 aumento de concentracao sobre a superficie da fase condensada
€ chamada de adsorbato. Ja a fase condensada, na superficie da qual o processo ocorre,
€ chamada de adsorvente.

A técnica de adsorcéo de nitrogénio analisa as propriedades texturais dos materiais,

area especifica, volume, tamanho, distribuicdo e geometria do poro. Essa técnica também
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revela a medida da é&rea superficial que estiq relacionada com a micro, meso e
macroporosidade.

Um dos métodos mais comuns de determinagdo da area especifica de um sélido se
baseia na determinacdo da quantidade necessaria de adsorvato para formar uma
monocamada sobre a superficie a ser medida. Os adsorvatos normalmente utilizados para
esse fim s&@o nitrogénio e argonio.

As isotermas de adsor¢cdo foram obtidas em um equipamento ASAP 2020
(Accelerated Surface Area and Porosimetry System) da Micromeritics para analise da silica
antes do tratamento quimico e apds o tratamento quimico, comparando 0s suportes obtidos
com diferentes concentracdes de GPTMS. Esse equipamento possui dois sistemas de
vacuos independentes: um para preparacdo da amostra e outro para andlise. Este
equipamento permite que uma amostra seja tratada e outra analisada simultaneamente.
Com isso, a andlise de BET foi dividida em duas etapas: a primeira etapa chamada de
tratamento da amostra (desgaseificagcéo) e a etapa posterior referente a analise da amostra
(NETZ e ORTEGA,; 2002).

A desgaseificacdo da amostra é o processo no qual a amostra € limpa antes da
andlise ser realizada, sendo entdo aquecida e colocada sob vacuo. Essa etapa é
importante, pois a maioria dos materiais solidos absorvem umidade e outros contaminantes
quando expostos a atmosfera e, sendo analisados sem o devido tratamento, podem
fornecer dados nao confiaveis e danificacdo do equipamento. A etapa de desgaseificacao
consistiu em submeter as amostras a vacuo abaixo de 10° mmHg, a amostra sem GPTMS
a 300 °C e as com GPTMS a 80 °C, durante 12 h.

Finalizada essa etapa, as amostras foram analisadas de modo a obter dados

importantes, como: area especifica, diametro e volume de poro.

3.2.7.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Visando verificar as modificagcdes causadas pelo GPTMS na estrutura do suporte,
foram realizadas analises de MEV. Estas analises foram realizadas no Complexo de
Centrais de Apoio a Pesquisa da UEM (COMCAP).

3.2.8 Propriedades Cataliticas da Enzima B-Galactosidase Imobilizada

A enzima imobilizada, preparada pelo método indicado no item 3.2.5 foi
caracterizada quanto: (a) a atividade em funcdo do pH e da temperatura; e (b) a
estabilidade térmica quando incubada em presenca da solucéo de soro de leite em p6 com
5 % (m/v) de lactose, pH 6,5 (ZANIN e MORAES, 1998).
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a) Atividade em Funcéo do pH e da Temperatura

A atividade da enzima imobilizada em fungdo do pH e da temperatura foi
determinada pelo método das velocidades iniciais (item 3.2.3) em reator batelada tipo
cesta.

A faixa de pH testada foi de 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5 e a temperatura de 30, 35, 40, 45 e
50 °C. Foi utilizada a solugédo tampé&o recomendada pela NOVO INDUSTRI S/A (NOVO,
1979 e MATIOLI et al., 2001) descrita no item 3.1.2.

O ensaio era conduzido como descrito a seguir:

1) Preparava-se 500 mL de solucéo da solugdo de soro de leite em p6 com 5 % (m/v)
de lactose e 10 % de tampdao de formulacéo especial em um determinado pH, por
exemplo, pH 6,0;

2) Pegava-se aproximadamente, 12 g de enzima imobilizada (massa Umida), lavava-
se como agua destilada em funil de Bichner e deixava-se succionar por 20
minutos;

3) Em 7 cestas numeradas, pesava-se 1 g de enzima imobilizada (etapa 2) tendo-se o
cuidado de anotar a massa exata. Em um cadinho de porcelana, pesava-se
aproximadamente, 1 g de enzima imobilizada para determinacdo de umidade a 105
°C:

4) As cestas eram colocadas em um suporte, sendo em seguida imersas em um
recipiente contendo solucdo tampdo de formulacdo especial pH 6,5, onde
permaneciam até a realizacao do teste;

5) Aquecia-se o banho a 30 °C, adicionava-se no reator batelada 50 mL da solugéo de
lactose 5 % m/v, no pH do teste e aguardava-se 10 minutos para atingir o equilibrio
térmico. Retirava-se uma amostra de 0,5 mL para determinacdo da glicose pelo
método GOD-PAD, conforme o item 3.2.1. Este era o branco;

6) Imergia-se a cesta nimero 1 no reator e acionava-se o cronémetro. Amostras de
0,5 mL eram retiradas a cada 5 minutos durante 30 minutos. Estas eram
submetidas ao tratamento indicado no item 3.2.3;

7) Ajustava-se 0 banho para 35 °C, descartava-se a solugéo de lactose, lavava-se o
reator com 4gua, secava-se com papel absorvente e adicionava-se 50 mL de
solucéo de lactose 5 % m/v no pH do teste. Aguardava-se o sistema atingir o
equilibrio térmico e entéo retirava-se uma amostra de 0,5 mL. Em seguida, imergia-
se a cesta nUmero 2 e acionava-se o cronometro, retirando-se amostras a cada 5
minutos até completar o total de 30 minutos;

8) As etapas 6 e 7 eram repetidas até cobrir todas as temperaturas do ensaio: 30, 35,

40, 45 e 50 °C, num mesmo pH;
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9) A atividade e a atividade especifica foram calculadas, respectivamente, pelas

equacobes 3.4 e 3.5.

b) Estabilidade Térmica da Enzima

A estabilidade térmica da enzima [B-galactosidase imobilizada em presenca de

substrato (solucao de soro de leite em p6 com 5 % (m/v) de lactose e 10 % de tampao de

formulacao especial, pH 6,5) foi determinada nas temperaturas de 30 a 50 °C, com um

intervalo de 5 °C.

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

O ensaio era conduzido como apresentado a seguir:

Aquecia-se 0 banho na temperatura do ensaio;

Pegava-se aproximadamente, 10 g de enzima imobilizada (massa Umida), lavava-
se com agua destilada em funil de Blchner e deixava-se succionar por 20 minutos;
Em 7 cestas numeradas, pesava-se aproximadamente 1 g de enzima (etapa 2),
tendo-se o cuidado de anotar a massa exata. Em um cadinho de porcelana,
pesava-se aproximadamente, 1 g de enzima imobilizada para determinacdo de
umidade a 105 °C;

Adicionava-se no reator batelada 50 mL da solugéo de lactose 5 % m/v, no pH do
teste e aguardava-se 10 minutos para atingir o equilibrio térmico. Retirava-se uma
amostra de 0,5 mL para determinacao da glicose pelo método GOD-PAD, conforme
o item 3.2.1. Este era o branco;

Imergia-se a cesta numero 1 no reator (etapa 4) e as demais num béquer contendo
200 mL de solugéo de lactose termostatizada na temperatura de ensaio e acionava-
se o cronbmetro. A cada 40 minutos, retirava-se uma cesta do béquer, e
determinava-se a estabilidade da enzima imobilizada, procedendo como nas
etapas 6 a 8 a seguir;

Amostras de 0,5 mL eram retiradas, do reator batelada, a cada 5 minutos, durante
30 minutos. Estas eram submetidas ao tratamento indicado no item 3.2.3;
Terminada a reacgdo, descartava-se a solugéo de lactose, lavava-se o reator com
agua, secava-se com papel absorvente e adicionava-se novos 50 mL de solucéo
de lactose. Aguardava-se 5 minutos para atingir o equilibrio térmico;

Retirava-se a cesta numero 2, lavava-se num béquer contendo agua na
temperatura do ensaio, escorria-se a cesta por 2 minutos, sendo em seguida
imersa no reator contendo 50 mL de solucdo de lactose j& termostatizada.
Procedia-se como nas etapas 6 e 7;

A etapa 8 era repetida até integralizar 240 minutos de incubacdo da enzima

imobilizada (etapa 5);
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10) A atividade e a atividade especifica eram calculadas, respectivamente, pelas

equacobes 3.4 e 3.5.

3.2.9 Tempo de Meia-Vida a 45 °C

Visando verificar a eficiéncia da rea¢do de pés-imobilizagdo com glutaraldeido e
qual seria a melhor concentracao a ser utilizada (0,1; 0,5; 1,0 ou 2,0 % m/v), foi determinado
o tempo de meia-vida a 45 °C para os biocatalisadores preparados com diferentes
concentracdes de glutaraldeido na reacéo pds-imobilizacéo, para o biocatalisador sem esta
reacao e para a enzima solavel.

O tempo total de operacéo foi de 20 h. A solugdo de lactose a 5 % m/v, pH 6,5 era
trocada a cada 2 horas de ensaio. O ensaio foi conduzido da mesma forma que o ensaio
de estabilidade térmica, discutido no item 3.2.13.

O coeficiente de inativacdo térmica (kD) da enzima imobilizada, foi calculado pela
equacgdo 2.7 enquanto a energia de desnaturagcdo (ED) foi calculada pela equacdo 2.3
(modelo exponencial).

3.2.10 Reagdes de Hidrolise da Lactose

Visando verificar a eficiéncia da imobilizacdo enzimatica, foram feitos testes de
hidrélise da lactose de uma solucéo de soro de leite com a enzima sollvel; o biocatalisador
produzido sem reticulagdo e o biocatalisador produzido com reticulacdo apds a
imobilizacao.

As condi¢fes de trabalho foram:

a) Temperatura: 40 °C;

b) Substrato: solugcéo de soro de leite em p6 com 0,5 % (m/v) de lactose em tamp&o
de formulagéo especial, pH 6,5;

c) Volume da solugéo de substrato: 50 mL;

d) Reator utilizado: reator batelada (item 3.1.6), com a enzima imobilizada dentro de
uma cesta;

e) Quantidade de enzima (B-galactosidase: 50 U/g lactose;

f) Intervalo de tempo de amostragem: durante a primeira hora de reacdo, as amostras
foram retiradas a cada 15 minutos, e apos foram retiradas a cada uma hora até
completar 25 horas. As amostras foram tratadas como indicado no item 3.2.4.1;

g) O teor de glicose das amostras foi analisado com o kit GOD PAD, conforme o item
3.2.1.
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A equacdao de conversao da lactose em glucose e galactose, foi deduzida com base
na equacdo de HERNADEZ e ASENJO (1982), e corresponde a equacéao 3.9:

X, =2+ [CG‘CGB] x [ Lt ] +100  (3.9)

Cr1 Mg+ My

Em que: C; = concentracdo de glicose produzida (umol) (conforme equacao 3.1);
Css = concentracdo de glicose presente no branco (mg L?); M; = massa molecular da
glicose (180 g); Mz = massa molecular da galactose (180 g); M, = massa molecular da
lactose (342 g); X4 = conversao total de lactose em glicose e galactose (% total de hidrélise

da lactose).
3.2.11 Estabilidade Operacional

A viabilidade da reutilizacdo da B-galactosidase imobilizada com e sem a reacgéo
pés-imobilizagdo com glutaraldeido foi analisada durante uma sequéncia de bateladas de
reacdo de hidrdlise de lactose.

As condigbes de reagdo foram:

a) Temperatura: 40 °C;

b) Tempo de reagéo: 10 h;

¢) Reator utilizado: reator batelada (item 3.1.6), com a enzima imobilizada dentro de
uma cesta;

d) Substrato: solugéo de soro de leite em pé com 5 % (m/v) de lactose em tampé&o de
formulacéo especial, pH 6,5;

e) Volume da solugéo de substrato: 50 mL;

f) Quantidade de enzima B-galactosidase: 50 U/g de lactose.

Durante tempos pré-determinados, uma amostra de 10 pL dessa solugdo foi
retirada e a quantidade de produto formada foi determinada pelo método GOD-PAD (item
3.2.1). A atividade foi calculada de acordo com o item 3.2.8.

A solucédo entdo foi filtrada, o biocatalisador foi lavado, seco e pesado para ser
reutilizado novamente. A reacao foi repetida até que a producao de glicose comecasse a

ficar constante com o tempo.
3.2.12 Producédo de Galacto-oligossacarideos

A metodologia utilizada para a sintese foi a proposta por Lisboa et al., (2012). As

reacfes de sintese enzimética de galacto-oligossacarideos (GOS) foram realizadas
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utilizando reator encamisado (item 3.1.6). Todos os experimentos de produc¢éo de galacto-
oligossacarideos foram realizados utilizando a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis imobilizada em silica macroporosa e com reacao de reticulacdo apds a imobilizacédo
com 1,0 % de glutaraldeido. Os experimentos foram todos realizados em duplicata.

Para o reator batelada, a reagéo foi otimizada. As condi¢cdes ensaiadas foram:
diferentes tipos de tampéo: tampéo fosfato (50 mM), tampéao de formulagéo especial (item
3.1.2, Tabela 3.2) e tampé&o acetato de sédio (0,1 M) todos em pH 6,5; concentracao de
lactose: 30, 40 e 50 % (m/v); temperatura: 40, 45 e 50 °C, quantidade de enzima: 90, 180
e 360 U/g de lactose. Utilizando as melhores condicGes obtidas para o reator batelada,
foram realizados testes a fim de comparacdo nos reatores batelada alimentada e continuo
(CSTR).

Para a reacdo de sintese de GOS foram calculados os seguintes parametros:
produtividade, rendimento de GOS e conversdao maxima de lactose. Os valores foram

determinados pelas equages a seguir (HSU et al., 2007).

Conversio da lactose (%) = “2iniciat "LaCresiaual , 190 (3,10)

Lacnicial
Rendimento (%) = Gos *100  (3.11)
Gli+Gal+Lac+GOS
Produtividade = —22° (3.12)
ATempo

Em que: Gal = concentracdo de galactose (g L?); Gli= concentracédo de glicose (g
L1); Lac = concentragdo de lactose (g L™); Lacmicw = lactose inicialmente presente no
substrato (g L™); Lacresiaua = lactose presente no substrato (g L1); GOS = concentracdo de
galacto-oligossacarideos (g L?); 4G0S = variacdo da concentracdo de galacto-

oligossacarideos (g L?); 4Tempo = variacédo do tempo (horas).

3.2.12.1 Sintese em Reator Batelada

O ensaio foi conduzido como descrito a seguir:

a) Preparava-se 50 mL solugcéo de soro de leite em tampéo de formulacdo especial
na concentracdo desejada. Corrigia-se o pH para 6,5;

b) Tomava-se uma quantidade de enzima imobilizada (EI) (massa umida), lavava-se
com &gua destilada em funil de Blchner e deixava-se succionar por 20 minutos.

Utilizou-se a enzima preparada no item 3.2.5;



c)

d)

f)
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Em uma cesta, pesava-se a massa de El desejada. Em um cadinho de porcelana,
pesava-se, aproximadamente, 1,000 g de El para determinac&o da umidade a 105
°C £ 5°C;

Aquecia-se 0 banho na temperatura desejada, adicionava-se 50 mL de solucéo de
soro de leite na concentracdo a ser utilizada, pH 6,5 e aguardava-se 10 minutos
para atingir o equilibrio térmico. Retirava-se uma amostra de 0,5 mL. Este era o
ponto zero da reagéo;

Imergia-se a cesta no reator (Figura 3.2) e acionava-se o cronébmetro. Amostras de
0,5 mL eram retiradas nos tempos de 8, 12, 24 e 48 horas;

As amostras foram congeladas e depois entdo submetidas ao tratamento no item
3.2.13.

3.2.12.2 Sintese em Reator Batelada Alimentada

Visando aumentar o rendimento de producéo de GOS, foi utilizado o processo

batelada alimentada (Figura 3.4) adaptado de Vera et al., (2014), como descrito a seguir:

a)
b)

c)

d)

f)

9)

Pesou-se 0,5 g (massa seca) do biocatalisador em uma cesta.

Preparou-se 8 L de solucdo de soro de leite em tampao de formulagéo especial,
com 40 % de lactose, pH 6,5, mantida sob temperatura ambiente.

Nos primeiros 45 min, operou-se o reator no modo batelada, conforme o item
3.2.12.1. Neste estagio, foram retiradas amostras somente no inicio e no fim.
Apoés esse periodo foram ligadas as bombas de alimentacao de substrato e retirada
de produto, sob uma vazao de aproximadamente 500 g h™.

Operou-se deste modo até durar todo substrato, ou seja, por 3 horas. Foram
retiradas amostras a cada 15 min.

Apos este periodo, operou-se novamente o reator no modo batelada, por mais 3 h.
Neste estagio, foram retiradas amostras a cada 1 h.

Todas amostras foram congeladas e depois entdo submetidas ao tratamento no
item 3.2.13.
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Figura 3.4 - Esquema do reator batelada alimentada.

Fonte: A autora.

3.2.12.3 Sintese em Reator Continuo (CSTR)
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Visando aumentar o rendimento de producdo de GOS, foi utilizado o processo

continuo (Figura 3.5), como descrito a seguir:

a) Pesou-se 0,5 g (peso seco) do biocatalisador;

b) Preparou-se 10 L de solucdo de soro de leite em tampé&o de formulagéo especial,

com 40 % de lactose e pH 6,5;

¢) Nos primeiros 45 min, operou-se o reator no modo batelada, conforme o item

3.2.12.1. Neste estagio foram retiradas amostras apenas no inicio e no fim.

d) Apoés esse periodo foram ligadas as bombas de alimentagéo de substrato e retirada

de produto, sob uma vazado de aproximadamente 0,05g h;

e) Operou-se deste modo até durar todo substrato, ou seja, por 16 horas. Foram

retiradas amostras a cada 1 h no inicio do processo e depois de 6 h, acada 2 h

f) ApOs este periodo, operou-se novamente o reator no modo batelada, por mais 48

h. Neste estagio, foram retiradas amostras nos periodos de 45 min; 12, 24 e 48 h;

g) Todas amostras foram congeladas e depois, entdo, submetidas ao tratamento no

item 3.2.13.
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Figura 3.5 - Esquema do reator continuo (CSTR).

Fonte: A autora.

3.2.13 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Os produtos obtidos foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE), utilizando uma coluna SupelcogelTM Ca (300 x 7,8 mm). Foi utilizada agua
ultrapura como solvente a um fluxo de 0,5mL/min, a 65°C. Foram aplicados 20 pyL das
amostras e das solucdes padrbes, preparadas a 0,5% (m/v). O método para a analise
cromatogréfica foi adaptado de Santos, 2006 e Santos et al., (2009).

3.2.13.1 Curva padréo

A curva de calibracado foi construida utilizando os padrdes de glicose, galactose e
lactose. Foram preparadas solu¢des contendo os trés padrdes numa faixa de concentragéo
de 0,16 a3g.L™

3.2.13.2 Amostras

A identificacdo e quantificagdo dos acgucares foi realizada por cromatografia liquida

de alta eficiéncia (CLAE). Todas as amostras foram diluidas cem vezes. Padrées de
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lactose, glicose e galactose foram usados para determinar os tempos de retencdo. As
concentracdes do galacto-oligossacarideo de menor cadeia molecular (GOS1) e do
galacto-oligossacarideo de maior cadeia molecular (GOS2) em g L?, foram estimadas
usando um indice de refracdo médio, considerando os valores obtidos para lactose, glicose
e galactose. A precisdo desta suposicao foi confirmada checando o balanco de massa da
reacdo (VERA et al., 2014).

A Figura 3.6 mostra um exemplo de cromatograma contendo apenas o substrato.
Comparando-a com a Figura 3.7, pode-se observar que o galato-oligossacarideo GOSL1 foi
identificado no mesmo tempo de retencéo que o tampao do substrato. Desta forma, a area

do GOS1 foi determinada pela diferenca com a area do tampao.

pRI

A E—A b~

RT [min)
0 1 2 3 4 3 ] 7 g 3 10 1 12 13 14 15 18 17 18 19 il

Figura 3.6 - Perfil cromatografico do substrato (tempo zero), ensaio em reator batelada
a 40 % de lactose (m/v) em soro de leite, 40 °C e pH 6,5.
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Figura 3.7 - Perfil cromatografico de uma amostra (1,17 h de reagdo, ensaio em reator
batelada a 40 % de lactose, 40 °C, pH 6,5, tempo 1,75 h.
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4. CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste Capitulo sdo apresentados 0s principais resultados obtidos nos ensaios
realizados. Note-se que o detalhamento dos resultados esta apresentado nos Anexos. Nos

Anexos também estao os artigos que serdo submetidos em periédicos.
4.1 Obtencgao das Curvas de Calibracéo de Glicose e Proteina

Neste item, apresenta-se um exemplo de curva de calibracdo utilizada para a
dosagem de glicose nas amostras, bem como para a determinacao do teor de proteina da
enzima f-galactosidase.

4.1.1 Curvade Calibracéo de Glicose

A Figura 4.1 mostra um exemplo de dados de calibracdo obtidos para a dosagem
da glicose, pelo método GOD-PAD (item 3.2.1).

0,6 -

04 -
0,3 4

0,2 4

Absorbancia (525 nm)

01 4

O T T T T 1
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1

Conc. glicose (mg mL?)

Figura 4.1 - Reta ajustada para a dosagem de glicose pelo método GOD-PAD.

A reta ajustada obtida por regressdo linear entre a absorbancia (Ab) e a

concentracdo conhecida de glicose (C), foi:

Ab =0,6159 C - 0,0037, r?=0,9995

Em que: r? = coeficiente de correlacéo da reta ajustada.
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4.1.2 Curvade Calibracao de Proteina
Um exemplo de dados de calibragédo obtidos para a dosagem do teor de proteina
pelo método descrito no item 3.2.2 € apresentado na Figura 4.2, sendo que a reta ajustada

obtida da absorbancia (Ab) em fungdo da concentra¢do conhecida de proteina (Cp), foi:

Ab = 13,06 Cp — 0,0802; r? = 0,9905.

14 -

1,2 A

0,8 -

Absorbancia

0,6 -

04 -

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12
Concentragdo (mg mL1)

Figura 4.2 - Reta ajustada para a dosagem de proteina pelo método azul de Comassie.

4.2 Atividade Enzimatica da B-Galactosidase Sollvel

A atividade da enzima [(-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis
(Lactozym® 2600 L) determinada pelo método descrito no item 3.2.3, a 45 °C e pH 6,5 foi
igual a 1350, 04 U mL™.

4.3 Propriedades Cataliticas da Enzima B-Galactosidase Soluvel
Nesta sec¢do sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na caracterizagéo

da enzima B-galactosidase soluvel, quanto as seguintes propriedades: (a) atividade em

funcéo do pH e temperatura e (b) estabilidade térmica.



95

4.3.1 Atividade Especifica em Funcéo do pH e da Temperatura

Na Tabela 4.1 estdo apresentados os resultados obtidos para a atividade especifica
em cada ensaio, enquanto na Figura 4.3 o comportamento da atividade especifica em
funcdo do pH e da temperatura. Os maiores valores da atividade foram encontrados em
pH 6,5, com excecdo da temperatura de 50 °C, e os menores resultados foram
determinados em pH 7,5, observados na temperatura de 50 °C. Em funcao da temperatura,
0s maiores valores de atividade ocorreram em 45 °C, alcancando a atividade méaxima igual
a 1350,04 U mL* e atividade especifica 2,65 U mg?, obtida em pH 6,5 e 45 °C. Os
resultados apresentam consonancia com os dados anteriormente descritos na Tabela 2.3

e com os resultados da literatura.

Tabela 4.1 - Resultados da atividade especifica da enzima B-galactosidase soltvel em

fungéo do pH e da temperatura.

Atividade Especifica (U mg™)
Temperatura (°C) pH
6,0 6,5 7,0 7,5
30 1,19 £ 0,0071 1,57 £ 0,0157 1,33+0,0148 |0,98 £0,0189
35 1,23 £ 0,0140 1,73 £ 0,0201 1,67 £ 0,0202 |1,25+0,0251
40 1,65+ 0,0184 2,25+ 0,0170 1,98 £ 0,0308 |1,53 +0,0262
45 1,61 £ 0,0157 2,65 £ 0,0253 2,34 £0,0122 |1,67 £0,0210
50 0,87 £ 0,0200 1,84 £ 0,0155 2,36 £ 0,0054 |1,65+0,0169

Matioli et al., (2001), encontraram atividade maxima da enzima em pH 6,5 na
temperatura de 45 °C, os maiores valores da atividade também foram encontrados em 45
°C. Em relagdo ao pH também houve coeréncia, visto que as maiores atividades foram
determinadas em pH 6,5. O pH 6timo encontrado foi compativel também com o
apresentado por Otieno (2010), que determinou pH 6,5 como o étimo para essa enzima.

Jurado et. al., (2004), em seu estudo sobre enzimas comerciais, concluiram que 0s
valores 6timos de pH e temperatura para a 3-galactosidase comercial de Kluyveromyces
lactis e encontram entre pH 6,5 e 7,0 e 35 e 45 °C, respectivamente. Campello et al., (2012)
também estudaram a influéncia do pH e da temperatura para a enzima B-galactosidase
comercial de Kluyveromyces lactis, encontrando pH 6timo de 6,6 e temperatura 6tima de
45 °C, os maiores valores da atividade observados entre 37 e 45 °C, enquanto acima de

45 °C, a atividade sofreu queda acentuada devido a desnaturacdo da proteina. Gékas &
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Lopez-Leiva (1985) obtiveram pH 6timo entre 6,9 e 7,3 e temperatura 6tima 37 °C, para a
mesma enzima.

Nas Figuras 8.1 a 8.4 (Capitulo VIII — Anexo) sdo mostrados os gréficos de
concentracao de glicose em funcédo do tempo para os diferentes valores de pH analisados.

—e—T=30°C
3,00 4

—0—T=35C
—a—T=40°C
2,50 -
—O—T=45C

—&—T=50°C
2,00 4

1,50 -

Atividade Especifica (U mg)

1,00 -

0,50 -

0,00 T T T T 1
55 6,0 6,5 7,0 7,5 8,0

pH

Figura 4.3 - Atividade especifica da enzima 3-galactosidase soltvel em funcéo do pH e da

temperatura.

4.3.2 Estabilidade Térmica

A Tabela 4.2 apresenta os resultados obtidos para a estabilidade térmica e a Figura
4.4, o grafico do comportamento da estabilidade da enzima em funcéo da temperatura em
pH 6,5, no qual observa-se que nas temperaturas de 30 e 35 °C a enzima mostrou-se bem
estavel durante todo o ensaio. A 50 °C, apds 120 minutos a enzima estava praticamente
inativa. Na temperatura de 45 °C, a enzima perdeu 20,15 % de sua atividade ap6s 120
minutos e 35,82 % apos 240 minutos. A 40 °C, a enzima perdeu 11,06 % de sua atividade
ap6s 120 minutos e 14,04 % apés 240 minutos.

Embora a maior atividade da enzima tenha sido encontrada a 45 °C, a mesma
sofreu inativacdo térmica em pouco tempo nessa temperatura, portanto sua aplicacdo em

longas reacdes deve ser realizada em temperaturas inferiores a 45 °C. Os gréficos os
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ensaios de estabilidade térmica da enzima estdo nas Figuras 8.6 a 8.9 (Capitulo VIII -
Anexo).

Os resultados encontrados por Matioli et al., (2003), também mostraram que,
apesar da atividade méxima ser encontrada a 45 °C, a temperatura recomendada para
processos de longa duracdo é 40 °C, por apresentar-se mais estavel e com atividade
especifica apenas 10,00 % menor que a 45 °C.

Tabela 4.2 - Resultados de estabilidade térmica da enzima 3-galactosidase sollvel, valores

da atividade especifica em funcdo da temperatura.

Atividade Especifica (U mg™)
Temperatura
(°C) Tempo (minutos)
0 40 80 120 160 200 240
1,55+ 1,56 + 1,64 = 1,59 1,60 = 1,62 + 1,56 =
30 0,0200 0,0153 0,0153 0,0116 0,0200 0,0105 0,0179
1,77 £ 1,66 1,75 1,72 = 1,66 1,67 = 1,63 %
35 0,0170 0,0134 0,0129 0,0144 0,0156 0,0104 0,0197
2,35+ 2,10 2,06 + 2,09 + 2,07 £ 1,97 = 2,02 £
40 0,0150 0,0098 0,0159 0,0100 0,0158 0,0087 0,0159
2,68 £ 2,46 £ 2,34 2,14 + 1,84 + 1,73 = 1,72 +
45 0,0170 0,0208 0,0100 0,0100 0,0200 0,0153 0,0152
1,80 £ 0,60 0,35+ 0,07 £ 0,01+ 0,01+ 0,00 £
50 0,0160 0,0066 0,0182 0,0057 0,0050 0,0096 0,0045
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Figura 4.4 - Estabilidade térmica da enzima B-galactosidase soluvel.

4.4 Imobilizacdo Enzimética

Na Tabela 4.3 apresentam-se os resultados da imobilizagéo da enzima, de acordo
com a metodologia apresentada por Bernal et al., (2014) e as modifica¢cdes descritas na
secao 3.2.5.

De acordo com a Tabela 4.3, as melhores condigbes de imobilizacdo foram na
presenca de 1,0 % de GPTMS a 20 °C, por 48 h de reacdo e com reticulacdo de 1,0 % de
glutaraldeido. O rendimento da imobilizag&o foi de 147,00 %. Em concentragdes mais altas
de GPTMS, a atividade do biocatalisador obtido foi praticamente nula. A concentracdo mais
alta provavelmente ocasionou distorcdo da enzima, resultando em uma atividade
recuperada quase nula, devido a alta reatividade do GPTMS, o qual pode ser polimerizado
sobre a superficie do suporte, prejudicando a difusdo do substrato, bem como distorcendo
0 centro ativo da enzima durante a imobilizacdo (ALONSO et al., 2005). Diminuindo a
concentracdo de GPTMS, foram obtidos melhores resultados de atividade da enzima
imobilizada e quantidade de enzima fixada ao suporte. A temperatura de 20 °C e o tempo
de reacdo de 48 h permitiram a ativacdo da enzima ja imobilizada.

Foi testada a quantidade de enzima nessa melhor condicdo ja obtida. Testou-se
0,5, 1 e 2 mL de enzima. O melhor resultado foi com a quantidade de 1 mL de enzima.

A influéncia da carga protéica sobre a atividade aparente da enzima imobilizada
também foi investigada. Analisando a Figura 4.5., pode-se conluir que a silica pode ser
carregada com cerca de 21 mg de proteina por grama de suporte. Este resultado mostra

que o suporte possui grande area especifica, sugerindo alta porosidade. No entanto, a
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eficacia (razao entre a atividade aparente e a atividade imobilizada) diminui & medida que
a quantidade de proteina imobilizada aumenta. Este comportamento € comum em enzimas
imobilizadas, particularmente quando a proteina é grande como a [(-galactosidase de
Kluyveromices lactis, que tem massa molecular de 115 kDa (Tabela 2.3). O aumento de
moléculas grandes dentro dos poros diminui as taxas de difusdo intra-particulas de
substratos e produtos. Desta forma, as restricbes difusionais sdo frequentemente

observados observadas em biocatalisadores altamente carregados.
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Figura 4.5 - Carregamento de proteina na imobilizagdo da enzima pB-galactosidase em silica
(A) e Fator de efetividade (relacéo entre a atividade aparente e a atividade oferecida) (e).
Condi¢Bes de imobilizagcéo: 1,0 % GPTMS, silanizacédo a 60 °C, 104 = 0,03 M, 20 °C, 48 h

de reagdo, 1 mL de enzima, pH 7.0



Tabela 4.3 - Resultados de imobilizagdo da enzima [3-galactosidase, sob diferentes condi¢coes.

100

Proteina Perc. Perc.
. . ) Perc. Aor Aap (Ulg | Aar (Ulg Rend.
Quantidade Condicdes Fixada de de Aap (Ulg AR Rend. | Rend.
de ) . (Ulg suporte | suporte AR AR ) Global
de GPTMS de (mg/g ) Fixacdo | Fixacdo suporte At . Média | Global | Global .
. o Fixacao suporte seco) seco) (%) Desvio . Médio
(%) imobilizacao suporte (%) (%) seco) . L (%) (%) Desvio
(%) . L seco) desvio média (%)
seco) desvio média
0,00 0,00 22413 0,00 0,00 0,00 0,00
10,00 4°C,48h, 1 mL de enzima, pH 10,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 1358,5 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 1358,5 0,00 0,00 0,00 0,00
10,00 20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 1358,5 0,00 0,00 0,00 0,00
1,77 16,35 1358,5 180,49 222,14 | 81,25 13,29
1,00 20°C, 24h, 1mL de enzima, pH 7,0 0,10 16,28 1,51 179,42 0,16 81,14 0,11 13,21
1,75 16,20 1358,5 178,35 220,13 | 81,02 13,13
4,54 84,39 679,25 424,25 573,20 | 74,01 62,46
1,00 20°C, 48h, 0,5mL de enzima, pH 7,0 0,31 84,17 0,76 423,72 0,14 74,11 0,11 62,38
4,50 83,96 679,25 423,18 570,27 | 74,21 62,30
19,08 87,85 2717 1434,25 2386,76 | 60,09 52,79
1,00 20°C, 48h, 2mL de enzima, pH 7,0 0,06 87,80 1,59 1433,13 0,02 60,08 0,06 52,75
19,03 87,75 2717 1432,00 2384,30 | 60,06 52,71
9,42 87,55 1358,5 1434,25 1189,32 | 120,59 105,58
1,00 20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 0,11 87,47 1,59 1433,13 0,01 120,60 0,12 105,49
9,40 87,40 1358,5 1432,00 1187,30 | 120,61 105,41
9,16 84,81 1358,5 1332,01 1152,21 | 115,60 98,05
1,00 20°C, 72h, 1mL de enzima, pH 7,0 0,53 84,44 0,09 1332,08 0,74 | 116,13 0,01 98,05
9,08 84,06 1358,5 1332,14 1142,02 | 116,65 98,06

(Continua na préxima pagina)



Tabela 4.3 - Resultados de imobilizagdo da enzima -galactosidase, sob diferentes condi¢gdes (continuacao).
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Proteina Perc. Perc.
. . . Perc. Aor Aap (U/g | Aar (Ulg Rend.
Quantidade Condigdes Fixada de de Aap (Ulg AR Rend. Rend.
de ) . (Ulg suporte suporte AR AR . Global
de GPTMS de (mg/g ) Fixacdo | Fixacdo suporte At . Média | Global | Global .
. " Fixacao suporte seco) seco) (%) Desvio . Médio
(%) imobilizacéo suporte (%) (%) seco) . o (%) (%) Desvio
(%) . L seco) desvio média (%)
seco) desvio média
1,81 16,98 1358,5 237,98 230,66 | 103,17 17,52
1,00 4°C, 48h, 1mL de enzima, pH 10,0 0,13 16,89 0,81 237,41 0,46 103,50 0,06 17,48
1,79 16,79 1358,5 236,84 228,12 | 103,82 17,43
20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 9,65 90,19 1358,5 1930,25 1225,19 | 157,55 142,09
1,00 reticulagdo com 0,1% de 0,20 90,05 0,61 1930,69 0,40 157,83 0,05 142,12
glutaraldeido 9,62 89,91 1358,5 1931,12 1221,38 | 158,11 142,15
20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 9,75 91,12 1358,5 1946,52 1237,89 | 157,25 143,28
1,00 reticulagdo com 0,5% de 0,13 91,03 1,20 1947,37 0,33 157,48 0,09 143,35
glutaraldeido 9,73 90,93 1358,5 1948,21 1235,35 | 157,71 143,41
20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 9,95 92,99 1358,5 1997,21 1263,28 | 158,10 147,02
1,00 reticulagdo com 1,0% de 0,12 93,07 0,24 1997,04 0,22 157,94 0,02 147,00
glutaraldeido 9,97 93,16 1358,5 1996,87 1265,56 | 157,79 146,99
20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 8,65 80,84 1358,5 1348,05 1098,23 | 122,75 99,23
1,00 reticulagdo com 1,5% de 0,07 80,89 0,60 1347,63 0,15 122,64 0,04 99,20
glutaraldeido 8,66 80,93 1358,5 1347,20 1099,50 | 122,53 99,17
20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 8,34 77,94 1358,5 1182,20 1058,87 | 111,65 87,02
1,00 reticulagdo com 2,0% de 0,13 78,03 1,31 1183,13 0,06 111,61 0,10 87,09
glutaraldeido 8,36 78,12 1358,5 1184,05 1061,28 | 111,57 87,16
4,81 44,70 1358,5 302,08 607,28 | 49,74 22,24
0,50 20°C, 48h, 1mL de enzima, pH 7,0 0,20 44,56 0,21 301,93 0,19 49,87 0,02 22,23
4,78 44,42 1358,5 301,78 603,50 | 50,01 22,21
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4.5 Propriedades Cataliticas da Enzima B-Galactosidase Imobilizada

Apresentam-se a seguir 0s resultados de caracterizacdo para a enzima imobilizada

pelo método descrito no item 3.2.5.

45.1 Atividade em Funcéo do pH e da Temperatura

Na Tabela 4.4 sdo apresentados os resultados obtidos para a atividade da enzima
imobilizada sem reticulacao (nas melhores condi¢des obtidas anteriormente: 1,0 % GPTMS,
silanizacdo a 60 °C, 104 = 0,03 M, 20 °C, 48 h de reacdo, 1 mL de enzima, pH 7.0) em cada
ensaio, enquanto na Figura 4.6 o comportamento da atividade especifica em funcéo do pH e
da temperatura. Os maiores valores da atividade foram encontrados em pH 6,5, com exce¢éo
da temperatura de 50 °C, e os menores resultados foram determinados em pH 7,5. Em fung&o
da temperatura, os maiores valores de atividade ocorreram em 45 °C, alcancando a atividade
maxima igual a 2,79 U mg* obtida em pH 6,5.

Estes resultados indicam que a imobilizacdo afetou positivamente a atividade
enzimatica, com uma recuperacdo de atividade em torno de 105,00 %. Nas Figuras 8.10 a
8.13 (Capitulo VIII — Anexo) sao mostrados os gréaficos de concentracao de glicose em fungéo
do tempo para os diferentes valores de pH analisados.

Tabela 4.4 - Resultados da atividade especifica da enzima -galactosidase imobilizada em

funcdo do pH e da temperatura.

Atividade Especifica (U mg™)
Temperatura (°C) pH
6,0 6,5 7,0 7,5
30 1,26 £ 0,0103 1,64 + 0,0050 |1,35+0,0199 1,08+ 0,0074
35 1,29 +£0,0172 1,82 +£0,0151 |1,76 £ 0,0103 1,29 £ 0,0190
40 1,74 £ 0,0051 2,44 + 0,0067 |2,06 = 0,0056 1,63 £ 0,0302
45 1,72 £ 0,0064 2,79 £ 0,0055 |2,44 +0,0051 2,06 £ 0,0163
50 0,91 £ 0,0251 2,24 +0,0064 |2,17 £0,0071 1,67 £0,0152
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Figura 4.6 - Atividade especifica da enzima B-galactosidase imobilizada em fung&o do pH e

da temperatura.

4.5.2 Estabilidade Térmica da Enzima B-Galactosidase Imobilizada

Na Tabela 4.5 e na Figura 4.7 sdo apresentados os resultados de estabilidade térmica
para enzima imobilizada, nas melhores condi¢cbes da Tabela 4.3. Como pode-se observar,
houve um aumento pequeno da estabilidade da enzima imobilizada em relacdo a enzima
solavel nas temperaturas de 40 e 45 °C, que sdo as temperaturas de interesse para a
producdo de galacto-oligossacarideos.

Dessa forma, procedeu-se com a reacdo de reticulacdo poés-imobilizacdo com
glutaraldeido, conforme o item 3.2.5.3, visando aumentar a estabilidade térmica da enzima.
Os resultados sdo apresentados a seguir.

Os resultados que originaram os dados mostrados na Tabela 4.5 e na Figura 4.7, estao
apresentados nas Figuras 8.14 a 8.18 (Capitulo VIII - Anexo).
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Tabela 4.5 - Resultados da estabilidade térmica da enzima B-galactosidase imobilizada,

valores da atividade especifica em fungéo da temperatura.

Atividade Especifica (U mg?)

Temperatura
(°C) Tempo (minutos)
0 40 80 120 160 200 240
1,67 = 1,63 = 1,66 = 1,65 =% 1,65 =% 1,69 = 1,68 £
30 0,0173 0,0153 0,0100 0,0100 0,0195 0,0153 0,0121
1,84 1,80 £ 1,86 + 1,87 1,87 181+ 1,83+
35 0,0153 0,0153 0,01800 0,0153 0,0200 0,0100 0,0137
251+ 2,45+ 2,44 + 2,44 + 2,44 + 2,33 2,32
40 0,0115 0,0200 0,0142 0,0100 0,0100 0,0152 0,0111
2,70 + 2,65+ 2,61+ 2,55+ 2,34 + 2,15+ 2,16 +
45 0,0100 0,0180 0,0200 0,0152 0,0112 0,0102 0,0115
1,93+ 1,06 £ 0,80 0,46 0,26 = 0,13 + 0,02 =
50 0,0107 0,0182 0,0076 0,0058 0,0045 0,0058 0,0057
—e—T=30°C
—0—T=35°C
—m—T=50°C
—a— T=40°C
—O—T=45°C

Atividade Especifica (U mg)

Figura 4.7 - Estabilidade térmica da enzima (-galactosidase imobilizada.
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4.6 Reacdo Pés-Imobilizacéo

Na Tabela 4.6 séo apresentados os resultados de atividade aparente do biocatalisador
imobilizado, sob as melhores condigbes da Tabela 4.3 (1,0 % GPTMS, silanizagédo a 60 °C,
104 =0,03 M, 20 °C, 48 h de reacdo, 1 mL de enzima, pH 7.0), e com reticulacdo na reacdo
pbs-imobilizacdo. A enzima foi imobilizada e reticulada conforme o item. 3.2.5.3, utilizando
diferentes concentracdes de glutaraldeido. A partir dos dados mostrados na Tabela 4.3, pode-
se observar que a reticulacdo com glutaraldeido, aumentou em até 39,35 % a atividade
aparente do biocatalisador obtido.

De acordo com a Figura 4.8, conclui-se que a medida que aumenta a quantidade de
glutaraldeido, a estabilidade térmica aumenta. A relac&o entre a atividade do biocatalisador e
a quantidade de glutaraldeido utilizado foi proporcional até 1,0 %. Com valores superiores a
esse, o adicional de glutaraldeido diminui a atividade. Este fato pode ser explicado, pois o
excesso de glutaraldeido enrijeceu as moléculas de enzimas, diminuindo suas atividades. Por
isso, a quantidade utilizada em todos outros experimentos foi de 1,0 %.

Considerando-se os resultados de estabilidade térmica e rendimento de imobilizacao,
optou-se por utilizar a concentragédo de 1,0 % nos proximos ensaios.

Os resultados obtidos para estabilidade estdo de acordo com os trabalhos de Haider
e Husain (2007) e Guidini et al., (2011) que observaram alta estabilidade térmica da enzima
B-galactosidase imobilizada em alginato de calcio e resina de troca ibnica respectivamente, e

submetida ao processo de ligagéo cruzada utilizando o glutaraldeido como agente reticulante.

Tabela 4.6 — Resultdos de atividade especifca da enzima B-galactosidase imobilizada em

funcéo da quantidade de agente reticulante utilizado na reacdo de p6s-imobilizacao.

Quantidade de Atividade Atividade Rendimento Global
Glutaraldeido Especifica Recuperada Média Médio
(%) (Umg™) (%) (%)
0 2,79 £ 0,0055 120,54 £ 0,01 105,49+ 0,12
0,1 4,21 + 0,0200 157,83 £ 0,40 142,12 + 0,05
0,5 4,24 + 0,0075 157,48 £ 0,33 145,35 + 0,09
1,0 4,35+ 0,0114 157,94 + 0,22 147,00 £ 0,02
1,5 2,93 +0,0193 122,64 + 0,15 99,20 + 0,04
2,0 2,56 £+ 0,0144 111,61 + 0,06 87,09 £ 0,10
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Figura 4.8 - Estabilidade térmica a 45 °C da enzima B-galactosidase imobilizada sob

diferentes concentrag6es de glutaraldeido na reticulacéo.

4.7 Tempo de Meia-Vida da Enzima B-Galactosidase Imobilizada

O coeficiente de inativagéo térmica (k,) da enzima 3-galactosidase imobilizada pelo
método descrito no item 3.2.6, foi calculado pela equacéo 2.6, e o tempo de meia-vida pela
equacao 2.7 (modelo exponencial). Estes resultados séo apresentados na Tabela 4.7 e foram
obtidos a partir dos dados apresentados na na Figura 4.8. Os gréficos através dos quais foram
obtidos os dados da Tabela 4.7, encontram-se nas Figuras 8.19 a 8.21 (Capitulo VIII - Anexo).

Observando os resultados para o tempo de meia-vida apresentados na Tabela 4.7,
pode-se verificar que os resultados obtidos, a partir de dados experimentais, sdo condizentes
com os dados teéricos apresentados nela apresentados.

A alta estabilidade do biocatalisador obtido com reticulagéo, deve-se a alta rigidez da
molécula de enzima imobilizada, promovida pela estabilizacdo dass subunidades da enzima.

Estes dados, confirmam o fato de que na producédo de GOS, é necessario utilizar o

bicatalisador imobilizado e reticulado com glutaraldeido.
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Tabela 4.7 - Coeficiente de desnaturagéo térmica e tempo de meia-vida da enzima [3-

galactosidase imobilizada — solug&o de lactose 5 % (m/v) em soro de leite — pH 6,5.

Enzima Equacéo de Ajuste Coeficiente ks (h?) Tempo de
y =In (4i/Aio) de Meia-vida, Modelo
t =tempo (min) Correlagéo (r?) Exponencial
(horas)
Solavel y = 0,0692 — 0,0014x 0,9717 0,084 8,25
Imobilizada sem | y=0,0963 — 0,0011x 0,947 0,066 10,5
glutaraldeido na
reacao pos-
imobilizacdo
Imobilizada com | y=0,0633 — 0,0004x 0,9038 0,024 28,9
glutaraldeido na
reacao pos-
imobilizacdo

4.8 Quantificacdo dos Grupos Aldeidos

Na Tabela 4.8 séo apresentados os resultados da quantificagéo de aldeidos conforme

descrito no método do item 3.2.5.7. De acordo com estes dados, pode-se concluir que a silica

modificada com 1,0 % de GPTMS foi a que mais formou grupos aldeidos aptos a se ligar com

a enzima, confirmando os dados obtidos na Tabela 4.3.

Tabela 4.8 - Relacdo entre o numero de grupos aldeidos oferecidos e formados para as

diferentes concentragfes de glutaraldeido utilizado na reacdo de pds-imobilizagéo.

Quantidade de GPTMS (%)

NUmero

de

aldeidos/g suporte)

grupos

aldeidos oferecidos (nmol

de

aldeidos formados (nmol

NUmero grupos

aldeidos/g suporte)

0,5 0,5 0,025
1,0 1,0 0,95
15 3,0 0,09
10,0 6,0 0,6

4.9 Adsorcédo de Nitrogénio

Os resultados das propriedades texturais, determinados a partir das medidas de

adsorcao de Ny, estdo apresentados na Tabela 4.9. Nesta tabela estao listados os valores das
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areas superficiais (A), volume de poros (V) e tamanho de poros (S) calculados por diferentes

métodos das amostras de silica modificadas com diferentes concentragfes de GPTMS.

Tabela 4.9 — Resultados de adsorcdo de N, das amostras de silica modificadas com diferentes
concentracoes de GPTMS.

% GPTMS na amostra A (m?g7?) V (cm3g?) S (A)
SgET Vrotal Dger

0 43,82 0,58 530,60

0,5 42,47 0,59 558,50

1,0 42,13 0,55 522,77

10,0 39,38 0,54 547,03

A introducgédo de grupos organicos conduz a uma diminui¢cao da area especifica, volume
de poro e didmetro de poro, indicando o0 ancoramento de espécies organicas na superficie da
silica (VALLET-REGI et al., 2004; SONG et al., 2005; YANG et al., 2005).

De acordo com a Tabela 4.9, tal fato pode ser observado para a silica modificada com
concentracdo de 1,0 % de GPTMS.

A andlise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) mostrou que a modificagdo
guimica na silica tornou a distribuicdo do tamanho dos poros mais estreita, mas sem afetar o

tamanho médio da cavidade (Figura 4.9).

a b
Figura 4.9 - Caracteristicas da silica macroporosa, analise de Microscopia Eletrénica de

Varredura (MEV): (a) antes e (b) depois ser submetida a silanizacao.
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4.10 Hidré6lise da Lactose em Reator Batelada

Pode-se observar, na Figura 4.10, as reacdes de hidrolise da lactose utilizando a
enzima soluvel e a enzima imobilizada sem glutaraldeido foram mais lentas e alcancaram
conversdes menores do que a reacao utilizando o biocatalisador preparado com a reticulagéo
com glutaraldeido (86,0 % para enzima soluvel, 90,4 % para biocatalisador sem reticulacéo e
98,6 % para o biocatalisador com reticulacao).

Na Figura 4.11 tem-se a curva de hidrdlise da lactose para o biocatalisador imobilizado
com reacdo de reticulacdo pos-imobilizacdo. Apdés 5 h de reacdo, obteve-se 98,6 % de
conversao.

Os resultados encontrados apresentam-se satisfatorios em relagdo aos encontrados
na literatura. Xuemei et al., (2007) estudaram a hidrélise da lactose presente no leite por -
galactosidase de Kluyveromyces lactis imobilizada em tecido de algodéo e ligagdo cruzada
com glutaraldeido em batelada com reciclo, obtendo aproximadamente 95 % de conversao
de lactose apos 2 h de operacéo.

—&— Enzima Soluvel

—0O— Enzima imobilizada
sem reticulagdo com
glutaraldeido

b

—a— Enzima imobilizada
com reticulagdo com
glutaraldeido

Concentragio de Glicose (g L)

15 20 25 30

Tempo (h)
Figura 4.10 - Concentracdo de glicose durante a reacdo de hidrélise. Condicdes de

reacdo: 40 °C, 0,5 % (m/v) de lactose em soro de leite, pH 6,5 e 50 U/g de lactose.
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Figura 4.11 - Curva de conversado de lactose para o biocatalisador imobilizado com
reticulacdo. Condigdes de reacao: 40 °C, 0,5 % (m/v) de lactose em soro de leite, pH 6,5

e 50 U/g de lactose.

4.11 Estabilidade Operacional da Enzima B-Galactosidase Imobilizada

De acordo com as Figuras 4.12 e 4.13, o biocatalisador preparado sem a reagéo de
reticulacdo teve uma perda de 71 % de sua atividade inicial ap6s apenas quatro ciclos
sucessivos. Ja o biocatalisador preparado com a reacéo de reticulacdo pos-imobilizacao, teve
uma perda de 43 % ap6s o décimo ciclo.

Com base nesses resultados, foi possivel verificar que, a enzima [(3-galactosidase de
Kluyveromices lactis covalentemente imobilizada em silica tem utilidade potencial para
processar a lactose do leite no prepararo de produtos com baixo teor de lactose. Embora a
producao de biocatalisadores altamente ativos e estaveis por imobilizagdo de B-galactosidase
de varias fontes, incluindo Kluyveromices lactis, em suportes de glutaraldeido esta muito bem
documentada, o protocolo de preparacédo de silica ativada utilizando baixa concentracao de
glutaraldeido (1,0 %, v/ v), utilizado no presente trabalho, ainda é escasso na literatura. Varios
trabalhos relatam a ativacdo de suportes em alta concentracdo do agente ativador (2,5 — 5,0
% v / v) para preparar suportes com alta densidade de grupos reativos (KLEIN et al., 2012;
PALAI e BHATTACHARYA, 2013). A concentracédo de glutaraldeido tem grande impacto na

atividade e estabilidade de um biocatalisador. A concentracdo baixa de glutaraldeido permite
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a preparacdo de biocatalisadores com recuperacdo de alta rigidez e alta estabilidade
(ALONSO et al., 2005). Além disso, o controle das condi¢des durante a ativagdo do suporte
com glutaraldeido possibilitou a modificagdo dos grupos amino do suporte com uma ou duas
moléculas de glutaraldeido (alta concentracdo de glutaraldeido e longo tempo de reacéo).
Esses suportes possuem reatividade diferente e permitem a preparacédo de biocatalisadores
com estabilidades distintas (PALAI e BHATTACHARYA, 2013).

Portanto, a concentracdo de glutaraldeido durante a ativacdo de um suporte € uma
variavel importante para preparar um biocatalisador com propriedades Uteis do ponto de vista
industrial. As propriedades atividade/estabilidade, das enzimas imobilizadas sobre o suporte
e posteriormente ativadas com glutaraldeido, dependem do emprego exato do protocolo de
imobilizacdo. Neste trabalho, obteve-se um biocatalisador altamente ativo e estavel por
fixacdo covalente em silica macroporosa previamente ativada em baixa concentracdo de
glutaraldeido em vez de excesso do ativador. Nas condi¢des utilizadas neste trabalho, pode-
se supor que uma molécula de glutaraldeido foi introduzida por grupo amino primario da silica.
Assim, a producdo de biocatalisadores robustos a partir da imobilizagdo da enzima B-
galactosidase em suportes modificados com glutaraldeido a baixa concentragéo, é atraente

economicamente em escala industrial.

0,8 -

0,6 -

04 -

Atividade Relativa

0,2

Ciclos

Figura 4.12 - Estabilidade operacional da enzima (-galactosidase imobilizada pelo método
covalente, sem reticulagdo. Condicdes de reacéo: 40 °C, 5 % (m/v) de lactose em soro de
leite, pH 6,5 e 50 U/g de lactose.
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Figura 4.13 - Estabilidade operacional da enzima B-galactosidase imobilizada pelo método
covalente, utilizando 1% de glutaraldeido na reticulagdo. Condi¢des de reacdo: 40 °C, 5 %
(m/v) de lactose em soro de leite, pH 6,5 e 50 U/g de lactose.

4.12 Sintese de Galacto-oligossacarideos em Reator Batelada

4.12.1 Producédo de Galacto-oligossacarideos: Tampao de formulagcao Especial, Fosfato
e Acetato

Testes preliminares foram realizados para determinar qual o melhor tampéao para a
realizacdo da sintese. Foi escolhido o tampéao especial (Tabela 3.2) pela sua semelhanga com
o leite de vaca. A Figura 4.14 mostra os resultados, indicando que no tampao fosfato houve
predominancia da reacdo de hidrélise em todo periodo da reacédo, da ordem de 139,53 g L*
de glicose e 116,00 g L™ de galactose, apds 12 h de reacdo. O periodo de maior rendimento
de GOS foi na primeira hora de reacao. Neste periodo, a quantidade de GOS total (GOS1 +
GOS2) foi de 56,06 g L enquanto a de glicose foi de 66,25 g L™* e a de galactose 58,23 g L
l.

Na reacdo conduzida em presenca de tampao acetato a maior producdo de GOS foi
obtida apdés 1 h de reacédo. A producédo de GOS total, glicose e galactose foi da ordem de
13,55; 25,01 e 20,05 g L%, respectivamente. Isto sugere que a enzima pode ter sido
desnaturada na presenca desse tampéo, ou 0s sais do tampdao atuaram como inibidores da

enzima.
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Figura 4.14 - Graficos de producédo de galacto-oligossacarideos usando diferentes tipos de
tampdes, sintese em reator batelada: 40 °C, solugédo de 40 % (m/v) de lactose em soro de

leite, pH 6,5 e 180 U/g de lactose. (A) Lactose, (m) glicose, (o) galactose, (o) GOS1 e (o)
GOSs2.
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O tampéao de formulacdo especial foi 0 que apresentou maior concentracdo de GOS.
A maior producéo de GOS foi obtida ap6s 45 min de reacdo, obtendo-se 110, 21 g L™ de GOS
total, 47,68 g L de glicose e 46,24 g L de galactose. Assim, as demais reacées foram todas

realizadas neste tampé&o.

4.12.2 Producéo de Galacto-oligossacarideos: 90, 180 e 240 U/g de lactose

Com o propésito de avaliar o efeito da concentracao de B-galactosidase na sintese de
GOS foram testadas varias concentracfes da enzima imobilizada, como apresentado na
Figura 4.15. Com a menor concentragdo de enzima (90 U/g de lactose) ocorreu baixa
producdo de GOS e maior tendéncia a reagéo de hidrolise. No final da reacédo, a producao de
GOS total foi da ordem de 6,91 g/L enquanto a de glicose e galactose foi de 157,26 e 141,25
g L, respectivamente. O periodo que mais produziu GOS foi na quarta hora de reacéo, da
ordem de 7,46 g L.

Na concentragdo mais elevada (240 U/g de lactose), o maior rendimento e GOS total
encontra-se em 0,5 h de reacéo, da ordem de 104,44 g L. Em seguida, houve uma diminui¢édo
da producdo de GOS e aumento da reacdo de hidrélise. Ao final da reagdo, a producao de
GOS total foi da ordem de 8,16 g L%, enquanto a de glicose e galactose foi de 180,53 e 157,25
g L%, respectivamente.

A reacdo enzimatica com 180 U/g de lactose resultou no melhor rendimento de GOS
total, 110,21 g L, em 0,75 h de reacdo. Apds esse periodo, a producdo de GOS diminuiu de
forma gradativa e aumentou a hidrélise. No final da reacédo a producao de GOS total foi da
ordem de 110,21 g L%, enquanto a de glicose e galactose foi de 184,41 e 161,76 g L7,
respectivamente.

Observando a Figura 4.17 da conversao de lactose, pode-se verificar que a velocidade
da reagdo com maior quantidade de enzima é mais rapida nas duas primeiras horas de
reacdo. A produtividade de 234,02 g L'1 h'* em 0,25 h de reacédo enquanto na reagdo com 90
U/g de lactose é da ordem de 141,99 g L'1 h'l. Mas ao final da reacéo, a reagdo com 90 U/g
de lactose atinge para a conversao de lactose 91,30 % e para a produtividade 1,69 g L'1 h?,
enquanto a de 240 U/g de lactose atinge 86,33 % e 0,68 g L'1 h'%, de converséo de lactose e

produtividade, respectivamente.
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Figura 4.15 - Gréaficos de producdo de galacto-oligossacarideos utilizando diferentes
concentracdes de biocatalisador imobilizado, sintese em reator batelada: 40 °C, 40 % (m/v)
de lactose em soro de leite, tamp&o de formulacéo especial e pH 6,5. (A ) Lactose, (m) glicose,
(o) galactose, (o) GOS1 e (o) GOS2.
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Aumentando-se a quantidade de 3-galactosidase, de 180 para 240 U/g de lactose, ndo
houve melhora no rendimento total de GOS, conversdo de lactose e produtividade (Figuras
4.16 e 4.17), como também observado na literatura. Chockchaisawasdee, et al., (2005)
observaram que o aumento da concentragdo da enzima nao é proporcional ao aumento da
sintese de oligossacarideos, e que a limitagdo da produ¢do nédo esta relacionada apenas com
a concentracdo da enzima, mas com outros parametros da reacdo, principalmente a
concentracao de lactose.
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Figura 4.16 - Gréfico de rendimento de GOS em funcdo do tempo utilizando diferentes
concentracdes de biocatalisador imobilizado, sintese em reator batelada: 40 °C, 40 % (m/v)

de lactose em soro de leite, tampéo de formulacéo especial e pH 6,5.
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Figura 4.17 - Grafico de conversdo de lactose em funcdo do tempo utilizando diferentes
concentracdes de biocatalisador imobilizado, sintese em reator batelada: 40 °C, 40 % (m/v)

de lactose em soro de leite, tampao de formulacdo especial e pH 6,5.

4.12.3 Producéo de Galacto-oligossacarideos (40, 45 e 50°C)

Normalmente a temperatura tem um efeito significativo sobre as taxas de reagéo
enzimatica, porém mostrou nao ter efeito sobre o rendimento total de GOS. As Figuras 4.18
e 4.19 apresentadas a seguir, mostram que a elevagéo de temperatura de 40 °C para 50 °C,
diminuiu a concentracao final de galacto-oligossacarideos e dos outros produtos formados.

Para a temperatura de 40 °C a conversao de lactose atingida durante 12 h de reacéo,
foi de 91,30 %, a 45 °C este valor cai para 78,93 % e a 50 °C para 64,70 %. Estes valores
indicam que, embora a preparacdo enzimatica obtida tenha grande estabilidade térmica, o
aumento na temperatura, para uma reacdo de longo tempo, promoveu a desnaturacédo da
enzima. O rendimento total de GOS e a produtividade também foram reduzidos com o
incremento da temperatura.

Os dados obtidos estdo de acordo com Lisboa et al., (2012), no qual o aumento da
temperatura apresentou um efeito negativo sobre a concentragdo de GOS, o rendimento, a

concentracdo de lactose e a razdo GOS/E. De acordo com os autores, tal efeito deu-se,
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possivelmente, pela perda da atividade enzimatica da [(-galactosidase usada no estudo
(Kluyveromyces lactis), devido a sua exposi¢cdo por um longo periodo a uma temperatura
maior.

Estes resultados também estéo de acordo com os dados obtidos no item 4.6, em que
a 45 °C e apos 12 h, a enzima imobilizada e reticulada com 1,0 % de glutaraldeido, perdeu
aproximadamente 20 % de sua atividade inicial, quando incubada na presenca de solucéo de
lactose a 5 % (m/v) em soro de leite.
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Figura 4.18 - Grafico de rendimento de GOS em funcdo do tempo para as diferentes
temperaturas utilizadas, sintese em reator batelada: 40 % (m/v) de lactose em soro de leite,
tampao de formulacédo especial, pH 6,5 e 180 U/g de lactose.
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Figura 4.19 - Graficos de producdo de galacto-oligossacarideos utilizando diferentes
temperaturas, sintese em reator batelada: 40 % (m/v) de lactose em soro de leite, tampao de

formulacao especial, pH 6,5 e 180 U/g de lactose. (A) Lactose, (m) glicose, (o) galactose, (o)
GOS1 e (o) GOS2.
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4.12.4 Producdo de Galacto-oligossacarideos: 30, 40 e 50 % de lactose

A Figura 4.20 apresenta os perfis cinéticos dos ensaios da sintese enzimética de GOS,
a partir de solucéo de 30, 40 e 50 % m/v de lactose em soro de leite, respectivamente,
indicando o consumo de lactose e a producdo de glicose, galactose e galacto-
oligossacarideos.

A reacao de transgalactosilacdo foi realizada até 12 horas. Observa-se pelas Figuras
que, no tempo inicial de reacdo nao ha glicose, galactose e galacto-oligossacarideos, havendo
somente lactose presente no soro.

Observa-se na Figura 4.20 que, & medida que a concentracdo de lactose do soro
diminui, ocorre um aumento na producdo de glicose e galactose com o tempo, contudo a
concentracéo de galactose é menor que a concentragdo de glicose, pois a maior parte dos
galacto-oligossacarideos é formada por duas moléculas de galactose e apenas uma de
glicose (LISBOA et al., 2012).

Tomal et al. (2010) concluiram que altas concentragdes de lactose favorecem a reagéo
de transgalactosilacao, enquanto baixas concentracdes de lactose favorecem a hidrélise da
lactose. Assim, tornam-se validos os picos de galacto-oligossacarideos (GOS) formados no
inicio da reacao (até 45 min aproximadamente), pois primeiramente ocorre a reacdo de
transgalactosilacdo, com a formacédo dos galacto-oligossacarideos devido a alta concentracao
de lactose e, posteriormente, com a diminuicdo da lactose, ocorre uma diminuicdo da
producdo dos galacto-oligossacarideos e aumento da concentracdo de glicose e galactose,
devido a reacédo de hidrélise, que é favorecida com a reducdo da lactose durante a reagéo
(Figura 4.20).

A maior concentragdo de GOS foi de 110,21 g L%, com rendimento maximo de 27,54
%, obtendo 46,24 g L de galactose, 47,68 g L de glicose, 196,00 g L de lactose e
conversao de lactose igual a 51,28 %, determinada nas condicdes de 40 % de lactose, 40 °C,
pH 6,5 e 180 U g, apds 0,75 hora de reacédo (Figura 4.21).

Sanz Valero (2009) trabalhando com B-galactosidase de Klyveromyces lactis obteve
31 % de rendimento de GOS, em 40 % de lactose, 50 °C e pH 6,5. Sun et al., (2016)
trabalhando com a mesma enzima, obteve 35 % rendimento de GOS, em 35 % de lactose, 40
°C e pH 8,0. Martinez-Villaluenga et al., (2008) obteve 14,05 % de rendimento GOS em 25 %
de lactose, 50 °C e pH 6,5. Chockchaisawasdee et al. (2005), trabalhando com [-
galactosidase de Klyveromyces lactis, obtiveram 99 g L™ de GOS em 40 % de lactose, 5,8 U

mL* de enzima, 40 °C, pH 7,0 em 4 horas de reacéo.
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No presente trabalho, os resultados obtidos sédo coerentes com os encontrados na
literatura. A conversdo maxima de lactose em soro de leite que foi de 91,30 % ocorreu no
ensaio a 40 % de lactose, 180 U g* e lactose, 40 °C e 50 mg de proteina, no tempo de 12h.
Neste periodo, o rendimento de GOS foi de 5,07 %, indicando que a hidrélise é favorecida em
solu¢des com menores concentracdes de lactose (TOMAL et al., 2010). O rendimento maximo
de GOS igual a 27,54 % foi obtido a 40 °C, 50 mg de proteina e 40 % de lactose. A
produtividade foi maxima em 0,75 h igual a 141,98 g L h'! no ensaio a 40 % de lactose, 40
°C e 50 mg de proteina, sofrendo continua reducdo ao longo da reacdo. Esse comportamento
ocorre devido a inibicdo da glicose e galactose na formacéo dos galacto-oligossacarideos a
partir da lactose, conforme proposto por Rustom et al., (1998). Alguns estudos mostraram
resultados semelhantes, indicando produ¢édo méaxima de GOS no inicio da reacao, devido a
atividade de transgalactosilagdo, enquanto a conversdo de lactose aumenta ao longo da
reacdo devido a atividade hidrolitica que é favorecida a baixas concentragfes de lactose.

Desta forma, esperava-se que na reacdo em 50 % de lactose obtivesse os melhores
resultados. Mas como pode-se ver no gréafico, esta reacao teve comportamento semelhante a
reacdo utilizando 30 % de lactose, predominancia da hidrélise. Tal fato pode ser explicado
pela baixa solubilidade da lactose, que é de aproximadamente 33,5 g de lactose por 100 g de
agua a 40 °C (WALSTRA et al., 2006). Solucdes de lactose supersaturadas podem ser
facilmente obtidas, entretanto solu¢cbes com concentragdo 2,1 vezes a concentracdo de
saturacao sdo muito instaveis e a lactose precipita espontaneamente (WALSTRA et al., 2006).
Vera et al., (2012) conduziram a sintese de GOS com uma solugdo inicial de lactose de
concentracdo 2,1 vezes maior que a concentracdo de saturacdo, na qual a lactose foi
parcialmente dissolvida no meio de reacao. Sob essas condi¢des, a produtividade especifica
e o rendimento de GOS diminuiram significantemente, jA que a concentracdo de lactose
solavel diminuiu para um nivel bem abaixo da saturacéo (entre 80 e 90 %) durante a maior
parte do tempo da reagdo. Portanto, 2.1 vezes a concentracdo de lactose pode ser
considerado um limite superior para a sintese de GOS, o0 que equivaleria neste trabalho a
48,24 % de lactose, justificando nossos resultados.

A solubilidade é fortemente dependente da temperatura. Desta forma, aumentando a
temperatura, tal efeito poderia ser reduzido. Entretanto, em altas temperaturas, a baixa
estabilidade da enzima produz efeitos negativos nos seus parametros cinéticos (Vera et al.,
2012). Este fato foi confirmado neste trabalho no item em que se estudou a estabilidade
térmica da enzima (item 4.6) e a estabilidade operacional (4.11), indicando que conduzir a

reacdo em temperaturas superiores a 45 °C ndo seria o mais indicado.
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Figura 4.20 - Graficos de producdo de galacto-oligossacarideos utilizando diferentes
concentracdes de lactose em soro de leite e tampéao de formulacao especial (pH 6,5), sintese

em reator batelada: 40 °C, 180 U/g e pH 6,5. (A) Lactose, (m) glicose, (o) galactose, (o) GOS1
e (o) GOS2.
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Figura 4.21 - Gréfico de rendimento de GOS em funcdo do tempo para as diferentes
concentracdes de lactose em soro de leite e tampao especial (pH 6,5), sintese em reator
batelada: 40 °C, 180 U/g.

4.13 Sintese de Galacto-oligossacarideos em Reator Batelada Alimentada

Conforme descrito no item 3.2.12.2, a sintese de GOS em reator batelada alimentada
foi realizada em trés estagios. No primeiro estagio de 45 min, operou-se no regime batelada.
No segundo estagio de 2,25 h, operou-se no modo batelada alimentada. E no Gltimo estagio
de 3 h, operou-se no modo batelada novamente. Os resultados encontram-se nas Figuras
4.22 e 4.23.

O reator foi operado de modo batelada por 45 min até que o maximo de GOS fosse
obtidos, conforme comprovado nos itens anteriores (Figura 4.21). Neste estagio, a
concentracéo de GOS obtido foi de 111,25 g L%, com rendimento maximo de 27,81 %, 44,54
g L' de galactose, 46,05 g L de glicose e 198,26 g L* de lactose residual.

Conforme era adicionada lactose ao meio, no modo batelada alimentada, a
concentracdo de GOS aumenta e a hidrélise diminui. Na Gltima meia hora de reagdo, operando
deste modo, a concentracdo de lactose comeca a diminuir, pois 0s niveis de
transgalactosilacéo e hidrélise estdo aumentando. Neste estagio, a concentracao de total dos
GOS produzidos foi de 343,59 g L, com rendimento maximo de 46,46 %, obtendo 86,00 g L

! de galactose, 88,00 g L de glicose, 221,95 g L de lactose residual. Neste estagio, a
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alimentacdo de lactose, apresentou um incremento de 18,65 % em relagdo ao rendimento
maximo obtido no primeiro estéagio (45 min).

No terceiro estagio, a adicdo de lactose foi cessada e o reator operou de modo
batelada. Pelos graficos obtidos, pode-se observar que neste momento a reagao de hidrdlise
aumenta até praticamente a segunda hora desta batelada e na ultima hora de reagéo as
reacOes de hidrélise e transgalactosilacdo tendem a entrar em equilibrio. Neste estagio a
concentracéo total de GOS obtidos foi de 353,04 g L, com rendimento maximo de 47,74 %,
obtendo 140,01 g L de galactose, 143,26 g L de glicose, 103,26 g L de lactose residual.
Neste estagio, a alimentacdo de lactose, apresentou um incremento de 19,93% em relacéo
ao rendimento maximo obtido no primeiro estagio (45 min). Vera et al., (2014) em seu estudo,
utilizando um sistema de trés estagios com batelada alimentada, obtiveram aumento de 14,28
% no rendimento de GOS o que demonstra que os resultados obtidos foram vidveis para uso
da batelada alimentada.

Um fato interessante do efeito da alimentagdo de lactose foi o aumento da
concentracéo de galacto-oligossacarideos com maior grau de polimerizagdo (GOS2). Para a
reacdo batelada do primeiro estagio, a composicdo de GOS foi: 34,00 % de GOSL1 e 65,99 %
de GOS2, enquanto no final do segundo estagio a composicéo foi: 28, 57 % de GOS1 e 71,
43 % de GOS2. Ao voltar a operar do modo batelada, estagio 3, a concentracdo de GOS1
volta a aumentar e a composi¢éo ao final desse estagio foi: 48,09 % de GOS1 e 51,91 % de
GOS2.

Os galacto-oligossacarideos com maior grau de polimerizacdo apresentam maior
efeito prebiodtico. Portanto, quando for desejado que os GOS obtidos tenham essa
caracteristica, é interessante utilizar o reator batelada alimentada.
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Figura 4.22 - Gréfico de rendimento de GOS em fun¢éo do tempo, sintese em reator batelada

alimentada: 40 °C, 40 % (m/v) de lactose em soro de leite, pH 6,5 e 180 U/g de lactose.
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Figura 4.23 - Gréfico de producéo de galacto-oligossacarideos em reator batelada alimentada:
40 °C, 40 % (m/v) de lactose em soro de leite, pH 6,5 e 180 U/g de lactose. (A) Lactose, (m)
glicose, (0) galactose, (o) GOS1 e (o) GOS2.

4.14 Sintese de Galacto-oligossacarideos em Reator Continuo (CSTR)

Vera et al., (2011) avaliaram o efeito da inibicdo da galactose na reacdo de
transgalactosilacdo e concluiram que a enzima B-galactosidase € competitivamente inibida
pela galactose mais severamente do que pela reacdo de hidrélise. Baseado nisso e nos
estudos anteriores, foi realizada a sintese de GOS operando o reator de forma continua.
Dessa forma, a lactose estaria sendo continuamente alimentada e os produtos (lactose,
glicose, galactose e GOS) estariam sendo retirados também, diminuindo reacdes
competitivas.

Conforme descrito no item 3.2.12.3, a sintese de GOS em reator continuo foi realizada

em trés estagios. No primeiro estagio de 45 min, operou-se no regime batelada. No segundo
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estagio de 15,55 h, operou-se no modo continuo. E no ultimo estagio de 48 h, operou-se no
modo batelada novamente.

A Figura 4.24 apresenta os perfis cinéticos da sintese dos aglUcares em todo o
processo. Pode-se observar que, no primeiro estagio, o reator foi operado de modo batelada
por 45 min até que o maximo de GOS fosse obtido, conforme comprovado no item 4.12. Neste
estagio a concentragado total de GOS obtidos foi de 111,75 g L, com rendimento maximo de
27,90 %, obtendo 44,25 g L de galactose, 46,26 g L de glicose, 198,25 g L de lactose
residual, conforme mostrado na Figura 4.21.

Ao comecar o processo continuo (segundo estagio), hd aumento da producao de GOS
e queda na taxa de hidrélise, até o final deste estagio, no tempo de 16 h. Neste estagio, a
concentracéo total de GOS (GOS1 + GOS2) obtidos foi de 302,62 g L, com rendimento
maximo de 57,70 %, obtendo 20,40 g L de galactose, 21,94 g L de glicose e 179,48 g L
de lactose residual.

No terceiro estagio, nos primeiros 45 min (16,75 h) hd aumento tanto da reagdo de
trangalactosilacdo como da hidrélise e queda na concentracdo de lactose. Este é o ponto em
que ha o maior rendimento de GOS (Figura 4.24) de todo o processo. A concentracdo de GOS
obtidos foi de 355,39 g L, com rendimento maximo de 67,44 % (Figura 4.25), obtendo 25,18
g L de galactose, 26,73 g L de glicose, 119,90 g L* de lactose. Neste estagio, o uso do
processo continuo apresentou um incremento de 39,54 % em relacao ao rendimento maximo
de GOS obtido no primeiro estagio (45 min) e 19,70 % em relacdo ao processo batelada
alimentada.

Entre o periodo de 16,75 h até o periodo de 28 h, ha uma queda na concentracao de
lactose, o que leva ha uma diminui¢éo na reacao de transgalactosilacdo e aumento na reacdo
de hidrélise. Apés o periodo de 28 h até o final do ultimo estagio (64 h), as reacbes de

transgalactosilacéo e hidrélise entram em equilibrio, assim como a concentragdo de lactose.
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Figura 4.24 - Gréfico de producao de galacto-oligossacarideos sintese em reator em continuo:
sintese a 40 °C, 40 % (m/v) de lactose em soro de leite, pH 6,5 e 180 U/g de lactose. (A)
Lactose, (m) glicose, (o) galactose, (o) GOS1 e (o) GOS2.
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Figura 4.25 - Gréfico de rendimento de GOS em funcédo do tempo para 0 processo continuo
sintese em reator em continuo: sintese a 40 °C, 40 % (m/v) de lactose em soro de leite, pH
6,5 e 180 U/g de lactose.
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4.15 Consideracfes Finais

A enzima B-galactosidase imobilizada em glioxil silica e reticulada com glutaraldeido
mostrou-se um biocatalisador adequado para a producéo de galacto-oligossacarideos a partir
de soro de leite. O processo no reator batelada teve alguns parametros otimizados: tipo do
tampdao, concentracdo do biocatalisador, temperatura e concentragéo de lactose no soro de
leite. Este modo de operacdo de reator j& mostrou um rendimento de GOS satisfatério em
relacdo ao encontrado na maioria dos trabalhos da literatura, 27,54 %.

Visando melhorar ainda mais a producdo de GOS, foram utilizados os reatores
batelada alimentada e continuo (CSTR), obtendo 46,46 e 57,70 % de rendimento de GOS,
respectivamente. Vale a pena destacar que no reator batelada alimentada, apesar do
rendimento ser menor que o obtido no reator continuo, a produgdo de GOS com maior grau
de polimerizacdo foi maior, caracteristica esta que é desejavel quando se deseja GOS com
maior efeito prebiotico.

Para melhorar ainda mais esses resultados, é interessante a realizacdo de um

planejamento experimental para cada tipo de reator.
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5. CAPITULO V - CONCLUSOES

O processo proposto — transgalactosilagdo a partir do soro de leite, catalisada por 3-
galactosidase imobilizada em silica macroporosa — visando a obtencdo de galacto-
oligossacarideos, mostrou-se eficiente. Para o reator batelada, a enzima apresentou
rendimento de 27,54 % de GOS. No reator batelada alimentada, houve um aumento deste
rendimento para 47,74 % e, no reator continuo, alcancou 67,44 %.

As melhores condi¢cBes para a sintese de GOS determinadas no processo batelada
foram: tamp&o de formulacéo especial, 40 °C, 40 % de lactose (m/v) no soro, pH 6,5, 180 U
g! de lactose e 0,75 hora de reacdo. Nesta sintese a composicéo final de agucares foi de
110,21 g/L de GOS, 46,24 g L* de galactose, 47,68 g L de glicose, 196,00 g L de lactose e
conversao de lactose igual a 51,28 %.

Nos ensaios de sintese, o tampao exerceu forte influéncia. O tampéao de formulacao
especial foi o que apresentou maiores taxas de transgalactosilagdo em relagéao a hidrolise. O
aumento da concentracdo da enzima nao foi proporcional ao aumento da sintese de
oligossacarideos, comprovando que a limitagdo da producdo néo esta relacionada apenas
com a concentracdo da enzima.

Embora a preparacdo enzimatica obtida tivesse grande estabilidade térmica, o
aumento na temperatura, para uma reacdo de longo tempo, promoveu a deshaturacdo da
enzima. Todos os outros parametros também foram reduzidos com o incremento da
temperatura.

A concentracdo de lactose mostrou-se como um dos parametros mais importantes na
sintese de GOS. Altas concentracdes de lactose favorecem a reagdo de transgalactosilagéo,
enquanto baixas concentragfes de lactose favorecem a hidrolise da lactose. Porém, a sintese
em reacgOes supersaturadas de lactose torna-se inviavel devido a baixa solubilidade deste
acucar. Por isso, foi utilizada em todas as sinteses posteriores, 40 % de lactose (m/v).

O rendimento maximo da operag&o no reator continuo ocorre nos primeiros 45 min da
terceira etapa (16,75 h). No periodo de 28 h inicia-se uma diminuicdo na taxa de
transgalactosilacdo e aumento da hidrélise, até que estas reagdes entrem em equilibrio. Para
a operacao em reator batelada alimentada, o rendimento méximo ocorre no final de todo o
proecesso (6 h). No inicio do terceiro estagio do reator de batelada alimentada (processo
batelada), as taxas de hidrélise e transgalactosilacéo entram em equilibrio, mas sem diminuir
a taxa de transgalactosilacdo. Esse fato ocorre porque na operacdo em modo continuo, no
terceiro estagio, a quantidade de lactose € menor do que no modo batelada alimentada.

Assim, o terceiro estagio que ocorre no modo batelada, é interessante apenas por 45 min para
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0 modo continuo e pode atingir até 3 h para o lote alimentado. Mesmo assim, o rendimento
méximo do modo continuo foi 1,41 vezes maior que o de batelada alimentada e 2,45 vezes
maior que o batelada, o que torna este modo de operacdo mais atraente do ponto de vista da
producao industrial.

As condigdes étimas de imobilizacao e estabilizagcdo encontradas para B-galactosidase
foram obtidas utilizando-se silica macroporosa ativada com grupos glioxil (950 peqv de grupos
aldeidos/g de suporte) como suporte, 20 °C, pH 7,0, 48 horas de reacdo, reducdo com
borohidreto de sodio, por 30 min, e posterior reticulacdo com glutaraldeido (1,0 %), por 30
min. Nessas condicdes, a enzima imobilizada reteve 147,00 % da atividade inicial e mostrou-
se mais de vinte vezes mais estdvel que a enzima sollvel. Essa alta estabilidade do
biocatalisador obtido resultou devido a alta rigidez da molécula de enzima imobilizada,
promovida pela estabilizacdo da estrtura dimérica da enzima. A maior estabilidade da enzima
imobilizada foi verificada em pH de 6,5.

Os maiores valores de atividade da enzima imobilizada ocorreram em 45 °C,
alcancando a atividade méaxima igual a 1433 U g* suporte obtida em pH 6,5. A reticulagdo
com glutaraldeido aumentou em torno de 16 % a atividade aparente do biocatalisador obtido.
A imobilizacdo e formacédo de grupos aldeidos foi confirmada pela quantificacdo dos grupos
aldeidos formados e da andlise da estrutura do suporte por andlise BET.

As reacdes de hidrélise da lactose utilizando a enzima solavel e a enzima imobilizada
sem glutaraldeido foram mais lentas e alcancaram conversées em média 10 % menores do
gue a reacdo utilizando o biocatalisador preparado com a reticulagdo com glutaraldeido. Na
andlise de estabilidade operacional, o biocatalisador preparado sem a reacéo de reticulacdo
perdeu sua atividade inicial apds apenas quatro ciclos sucessivos. JA 0 biocatalisador
preparado com a reacao de reticulacdo pds-imobilizacao teve uma pequena perda apés o
segundo e terceiro ciclo, mas manteve a atividade constante até o décimo ciclo, demonstrando

esta capacidade por mais alguns ciclos.
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6. CAPITULO VI - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

a) Testar enzimas com atividade [B-galactosidase provenientes de outros micro-
organismos.

b) Avaliar a cinética dos processos batelada, batelada alimentada e continuo.

¢) Otimizar os processos batelada alimentada e continuo.

d) Realizar planejamento experimental para os diversos processos envolvidos no
trabalho: imobilizacdo enzimatica e producéo de GOS nos diferentes tipos de reatores.

e) Utilizar outras formas de reator para a producdo de GOS, como leito fixo e leito
fluidizado.

f) Separar os produtos da reacdo de transgalactosilacdo e analisa-los, podendo fazer uma

aplicacdo em algum produto lacteo para posteriores ensaios de analise sensorial.
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8. CAPITULO VIIl - ANEXO

Neste capitulo mostram-se os resultados dos ensaios da atividade enzimética em
funcdo do pH e da temperatura, e da estabilidade térmica da enzima. Estdo representadas
aqui as curvas de concentracdo de evolucao da atividade residual da enzima soluvel e dos
biocatalisadores imobilizados. Também estdo anexados os artigos a serem publicados em

periddicos.

8.1 Graficos e Equacgdes da Influéncia do pH e da Temperatura na Atividade da Enzima
Soluvel
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Figura 8.4 - Concentracdo da glicose em fung&o do tempo de reacdo em solugéo de lactose

5 % (m/v) em soro de leite e pH 7,5, a diferentes temperaturas.
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8.2 Gréaficos do ensaio de estabilidade térmica para a enzima soluvel (lactose 5 % (m/v)
e pH 6,5)
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Figura 8.5 - Concentragdo da glicose em fung¢éo do tempo de reagcdo em solugéo de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 30°C.
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Figura 8.6 - Concentragdo da glicose em fung¢éo do tempo de reagcdo em solugéo de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 35°C.



173

N n (o} n
o)) o0 N o o o0
— [Te} (o))
~ N rO:
% o Q © ~ S CHxc | A
0 ~ o o - + & =
+ o .= - + o £ x o E
x N E n e x 9 E i © ° o in
— O o N o= N =N=] N IS N~
N © € | O = N N c
O o =~ O N = n o W
N o o
~ N a9 NS & lm\ ) R E
n m I 9 > 8
wn
> i > = -
o e
-
3 o S
—
wn N wn
o o
o
m m o o o o o o o o m m
o — o o o o o o o ~N —
~ ©o wn < on [o\] —
w /jown) 9s021|3 ap oeSesyuasuo
(7w/jowr) 850213 ap oees3usruo) (1w/jowl) 350218 ap oeSe1uBU0) (Jw/jownl) 113 3p ogdeny 0]
wn wn wn
m — (32} [32]
9 3 o
© R © o R LN @
< 0 o0 o
oo + 9 < c R
~ = 0
ReiNe)} n x N £ n = + O c o
+ 9 N m o5 N = o= | Y e
x O = <= =TS £ &o § ‘e
(a9]
~N o £ o ‘= la -~ T o S
© ; © | ] E n R o © ® | [ =
N o ~ N =3 ~ .Wn Q
TOR:= o I £ ~ =3
~ n o > n @ " w £
1 - £ = = - AR )
> _nly [
3 3 3
wn [Te} wn
o o o
e 9 o o o o o o o o o Q Q
o
R 2 8 R 8 8 ¢ 8 & ¢ RS
(Jw/jowrl) asod1|3 ap oeSesyuaduo) (Tw/jowrl) 8s021|3 ap oedesuaduo) (Jw/jowrl) 8s021|8 ap oedesnuaduo)




174

800

700

600

500

400

300

200 y =22,781x + 5,0921

R?2=0,9978
120min

100

Concentragdo de glicose (umol/mL)

0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo (min)

Figura 8.7 - Concentragdo da glicose em fung¢éo do tempo de reagdo em solucéo de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 40°C.
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Figura 8.8 - Concentragdo da glicose em fung¢éo do tempo de reagcdo em solugéo de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 45°C.
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Figura 8.9 - Concentragdo da glicose em fung¢éo do tempo de reagcdo em solugéo de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 50°C.

8.3 Graficos e Equacgbes da Influéncia do pH e da Temperatura na Atividade da Enzima
Imobilizada
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Figura 8.10 - Concentracdo da glicose em fungéo do tempo de reacdo em solucdo de lactose

5 % (m/v) em soro de leite e pH 6,0; a diferentes temperaturas.
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Figura 8.11 - Concentracédo da glicose em funcéo do tempo de reagdo em solucdo de lactose
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Figura 8.12 - Concentracéo da glicose em funcéo do tempo de reagdo em solucdo de lactose

5 % (m/v) em soro de leite e pH 7,0; a diferentes temperaturas.
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Figura 8.13 - Concentracéo da glicose em funcéo do tempo de reagdo em solucdo de lactose



8.4 Graficos do Ensaio de Estabilidade Térmica para a Enzima

(lactose 5 % (m/v) em soro de leite e pH 6,5)
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Figura 8.14 - Concentracdo da glicose em funcéo do tempo de reacdo em solucao de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 30°C.
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Figura 8.15 - Concentracdo da glicose em funcéo do tempo de reacdo em solucao de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 35°C.
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Figura 8.16 - Concentracdo da glicose em funcéo do tempo de reacdo em solucao de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 40°C.
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Figura 8.17 - Concentracdo da glicose em funcéo do tempo de reacédo em solucao de lactose

5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 45°C.
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Figura 8.18 - Concentracdo da glicose em funcéo do tempo de reacdo em solucao de lactose
5 % (m/v) em soro de leite na temperatura de 50°C.
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8.5 Curvas de Evolucao da Atividade Residual em Fun¢do do Tempo de Incubacéo (para

o Célculo de Ky)
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Figura 8.19 - Evolucao da atividade residual da enzima 3-galactosidase soltvel em fung¢éo do

tempo de incubacdo em diferentes temperaturas.
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Figura 8.20 - Evolugido da atividade residual da enzima B-galactosidase imobilizada sem

reticulacdo com glutaraldeido em funcéo do tempo de incubacédo em diferentes temperaturas.
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Figura 8.21 - Evolugdo da atividade residual da enzima B-galactosidase imobilizada com

reticulagdo com glutaraldeido em fung&o do tempo de incubag&o em diferentes temperaturas.



