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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi imobilizar e estabilizar -galactosidase de
Kluyveromyces fragilis utilizando diferentes estratégias de imobilizagdo em suportes
organicos quitosana e agarose, com diferentes protocolos de ativagdo. Inicialmente, foi
avaliado o tipo de tampdo, forca idnica e a suplementag¢iio com ions bivalentes Mn*" e
Mg®" sobre a atividade hidrolitica da enzima empregando lactose ¢ 0-NPG (0-nitrofenil
galactopiranosideo) como substratos. A enzima foi imobilizada covalentemente em
glioxil-agarose, epoxi-quitosana-alginato e quitosana ativada com glutaraldeido, por
encapsulacdo em agarose e quitosana e por adsor¢ao idnica em MANAE-agarose. Apds
a imobilizagdo, diferentes estratégias foram adotadas para a estabilizagdo do derivado
como o entrecruzamento com glutaraldeido e polialdeido dextrana para a enzima
imobilizada por adsor¢do idnica e a redugao com borohidreto de sédio (NaBH,) para a
enzima imobilizada covalentemente. Para o melhor derivado de B-galactosidase foram
estimados pH e temperatura de méxima atividade catalitica; estudados estabilidade
térmica e operacional; efeito de inibi¢do pela galactose e conversdo de lactose. Na
hidrolise da lactose, as melhores condigdes avaliadas foram a 45°C em tampao fosfato
de potassio 100 mM pH 7,0 e adi¢do de 2 mM MgCl, e 0,1 mM MnCl, (6786,5 U/mL
de extrato) e na hidrélise do substrato sintético, 0-NPG, a maxima atividade foi obtida
em tampao fosfato de sédio 50 mM pH 7,0 com 2 mM MgCl, a 25°C (4466,1 U/mL de
extrato). A imobilizacdo da enzima em gel glioxil-agarose ndo forneceu um derivado
ativo, pois no pH de imobilizagdo (10,05) a enzima sofreu inativagdo. Comportamento
similar foi verificado para a enzima imobilizada em epoxi-quitosana-alginato. A
adsorcdo i6nica da enzima em MANAE-agarose forneceu derivados com elevada
atividade catalitica e rendimento de imobilizacdo da ordem de 100%. Porém, o
entrecruzamento com polialdeido dextrana e glutaraldeido pds-imobilizagdo reduziu
drasticamente a atividade hidrolitica dos derivados provavelmente por distor¢do da
estrutura ativa da enzima. Mesmo com o entrecruzamento, a estabilidade térmica destes
derivados a 10°C apresentou um comportamento similar a enzima livre. Com o
propodsito de obter um derivado mais estavel termicamente e com elevada atividade
catalitica, foram avaliadas diferentes estratégias de imobilizagao covalente em quitosana
coagulada por diferentes solugdes e temperatura. O derivado que forneceu maior
atividade catalitica foi obtido imobilizando a enzima em quitosana coagulada em
solugdo 0,5 M de KOH a 50°C e ativado com glutaraldeido 0,8% (v/v), com atividade
recuperada e rendimento de imobiliza¢do de 100%. A méaxima concentragdo de enzima
imobilizada neste suporte foi de 247,0 mg de proteina/g de gel. Apds o carregamento de
25 mg/g de gel, limitagdo difusional foi verificada. A imobiliza¢do nao alterou o pH e
temperatura de maxima atividade hidrolitica da B-galactosidase. A enzima imobilizada
em quitosana-glutaraldeido perdeu apenas 20% da atividade inicial apés 90 dias
incubada no tampéo fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 com ions bivalentes Mn** e
Mg”"a 10°C, foi 3-5 vezes mais estavel que a enzima solivel nas temperaturas de 20 ¢
40°C, pH7,0. A estabilidade operacional (40°C e pH7,0) realizada em 4 ciclos mostrou
uma perda de 17% da atividade hidrolitica inicial ao final do quarto ciclo. Outro fato
relevante foi o menor efeito de inibicdo da enzima imobilizada pela galactose em
comparagdo a enzima soluvel, mesmo em altas concentragdes (5 g/L). Na hidrdlise de
lactose a 40°C e pH 7,0 foi verificada uma conversdo de 70% da lactose para ambas as
enzimas, soluvel e imobilizada. De acordo com os resultados obtidos, pdde-se verificar
que a imobilizacdo de [B-galactosidase em quitosana ativada com glutaraldeido foi
vantajosa, pois permite o desenvolvimento de processos continuos de producdo,
simplifica a etapa de purificagdo do produto final e especificamente para fins
alimenticios, reduz ou evita a contaminagao do produto pelo biocatalisador.
Palavras-chave: Imobilizacao, B-galactosidase, agarose e quitosana.
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ABSTRACT: The objective of this work was stabilize and immobilize 3-galactosidase
from activated agarose and chitosan supports. Initially, it was evaluated the buffer type,
ionic strength and bivalent ions Mn*" and Mg”" on the hydrolytic activity of the enzyme
using as substrates lactose and 0-NPG (0-nitrophenyl galactopyranoside). Then the
enzyme was covalently immobilized on glyoxyl-agarose, epoxy-chitosan-alginate and
chitosan activated with glutaraldehyde, encapsulation in agarose and chitosan and ionic
adsorption on MANAE-agarose. After immobilization, different strategies were used to
stabilize the derivative such as crosslinking with glutaraldehyde and polyaldehyde
dextran for the enzyme immobilized by ionic adsorption and reduction with sodium
borohydride (NaBH,4) for the enzyme covalently immobilized. For the derivative with
maximum catalytic activity obtained, we estimated the kinetic and biochemical
parameters as well as thermal stability at different temperatures and storage, operational
stability, effect of inhibition by galactose and lactose yield. In the lactose hydrolysis, the
best conditions were evaluated at 45°C in 100 mM potassium phosphate buffer pH 7.0
and addition of 2 mM MgCl, and 0.1 mM MnCl, (6786.5 U/mL of crude extract) and in
the hydrolysis of synthetic substrate, 0-NPG, the conditions for maximum catalytic
activity was buffer sodium phosphate pH 7.0 50 mM with 2 mM MgCl, at 25°C (4466.1
U/mL of crude extract). The enzyme immobilization on glyoxyl-agarose at pH 10.05
inactivated the enzyme. At pH 7.0, the enzyme was not immobilized. Similar behavior
was observed for the enzyme immobilized on epoxy-chitosan-alginate. The ionic
adsorption of the enzyme on MANAE-agarose allowed obtaining derivatives with high
catalytic activity and immobilization yield around 100%. Neverthelless the crosslinking
of the immobilized enzyme using polyaldehyde dextran and glutaraldehyde reduced
drastically the hydrolytic activity of the derivatives by distortion of the enzyme
structure. Besides the thermal stability of these derivatives at 10°C showed a similar
behavior to the free enzyme. In order to obtain a derivative with high thermal stability
on catalytic activity, the covalent immobilization on coagulated chitosan by different
solutions and temperature. The derivative that provided higher catalytic activity was
coagulated in a solution of 0.5 M KOH at 50°C and activated with glutaraldehyde 0.8%
(v/v), with immobilization yield and recovered activity of 100%. An assay of looding of
the support showed that 247,0 mg protein/ g gel was the maximum load. However
diffusional limitation was verified even at 25 mg/g of gel. The immobilization process
did not change the biochemical properties of the enzyme (optimum temperature and
pH). In the storage stability at 10 ° C, the derivative covalently immobilized lost only
20% of initial activity after 90 days. The enzyme immobilized on chitosan was 3-5 fold
more stable than the soluble enzyme at 20 and 40°C. The operational stability in 4
cycles showed a loss of 17% of hydrolytic activity after 4 cycles. Another important fact
was the smallest effect of inhibition by galactose compared to soluble enzyme, even at
high concentrations (5 g/L). In the hydrolysis of lactose the conversion was 70 % using
insoluble and immobilized enzymes. We can conclude that the [-galactosidase
immobilized on chitosan activated with glutaraldehyde showed good properties,
because it allows the development of continuous processes, facility of downstream
process (product purification), avoiding contamination of the product by the biocatalyst.
This advantage is very important specially for food industry.

Key-words: Immobilization, -galactosidase, agarose and chitosan
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1- INTRODUCAO

A utilizagdo da lactose em produtos alimenticios ¢ limitada por causa de sua
baixa solubilidade, baixo poder adocante e restrigdo ao consumo deste alimento por
pessoas que apresentam intolerancia a esse sacarideo, devido a deficiéncia da enzima
[B-galactosidase no intestino delgado, responsavel pela hidrolise da lactose, que gera os
monossacarideos glicose e galactose (Pessela et al, 2003).

Uma situacao importante a ser considerada nas industrias de laticinios ¢ a gestao
ambiental, e um dos principais problemas encontrados nesta area ¢ o destino a ser dado
aos subprodutos, como por exemplo, o soro, que possui em sua composi¢ao,
aproximadamente 5 % m/v de lactose (Giacomini et al, 1998). A lactose quando
hidrolisada possui maior poder adogante e maior solubilidade, além de apresentar
diversas vantagens adicionais que permitem obter novos produtos economicamente
atrativos. Assim, a hidrolise da lactose agrega valor ao soro, evitando o seu descarte
sem tratamento e/ou reduzir os custos com tratamento de efluentes nos laticinios.

A reagao de hidrolise pode ser catalisada por acidos ou enzimas. Na hidrolise
acida ha a ocorréncia de reagdes paralelas complexas (Hatzinikolaou et al, 2005), a
hidrolise enzimatica ¢ altamente seletiva e os produtos obtidos preservam as suas
propriedades (Ladero et al., 2000). Esta hidrolise ¢ catalisada pela enzima -
galactosidase, também chamada de lactase; porém, nem todas as lactases sdo aceitas e
reconhecidas como seguras para utiliza¢do na industria de alimentos.

As [-galactosidases comumente utilizadas para a hidrélise da lactose sdo
extraidas de leveduras como Kluyveromyces (lactis ou fragilis) ou ainda podem ser
obtidas de fungos como Aspergillus niger (Gekas e Lopez-Leiva, 1985). A B-
galactosidase proveniente do microrganismo Kluyveromyces fragilis ¢ uma enzima
dimérica, de massa molecular de aproximadamente 200 kDa (Mahoney e Whitaker,
1977).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas coOmo
catalisadores, devido a sua especificidade e alto poder catalitico, sua aplicacdao industrial
ndo ¢ tdo imediata. Esses biocatalizadores geralmente sdo caros e como sdo soluveis e
estdo presente em baixa concentragdo no meio, sua recuperacao apos o uso dificilmente
serd economicamente viavel. A imobilizagcdo das enzimas em suportes insoliveis

permite reuso da enzima. Outra caracteristica indesejada das enzimas ¢ sua baixa
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estabilidade, pois mantém sua conformacao e atividade apenas em uma faixa limitada
de condi¢des experimentais.

A imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos ¢ uma importante ferramenta
para viabilizar a utilizagdo das enzimas, pois permite a sua reutilizagdo e pode reduzir
significativamente a inativag¢ao por influéncia da temperatura e solventes organicos, o
que pode ser atrativo para o setor industrial, pois para que a aplicagdo de enzimas no
setor industrial seja vidvel € necessario obter biocatalisadores ativos e estaveis
termicamente (Lopez-Gallego et al., 2005).

A estabilizacdo das enzimas multiméricas ¢ uma importante etapa para a sua
aplicacdo industrial. Em alguns casos, a dissociagdo das subunidades ¢ um dos
primeiros passos para a inativagdo da enzima, que pode ocorrer rapidamente em
condi¢des diluidas. As subunidades da proteina que nao estdo ligadas ao suporte podem
ser dessorvidas, contaminando o meio e o produto final, requerendo etapas de
purificagdo que pode encarecer o produto final (Bolivar et al, 2009).

A imobiliza¢do das subunidades da enzima pode ser interessante porque permite
a estabilizacdo da estrutura multimérica da proteina e a sua rigidificacdo por meio de
ligacdes covalentes. Suportes altamente carregados s3o os mais apropriados para a
estabilizacao das enzimas multiméricas porque possibilitam maxima interagdo enzima-
suporte (Pedroche et al, 2007). Entretanto, uma intensa intera¢do enzima-suporte,
promove a distor¢ao da enzima, desnaturando a mesma (Bolivar et al, 2009).

Sendo assim, torna-se importante a selecdo de um suporte contendo uma
concentragdo suficiente de grupos reativos para promover a adsor¢cado de uma pequena
porcentagem da enzima e apresentando uma alta densidade de grupos capazes de reagir
covalentemente com a enzima j4 adsorvida. Atingir esse objetivo requer um método de
ativacdo adequado que permita obter essa concentracdo ideal de grupos reativos na
superficie do suporte para interagir com os grupos reativos da enzima, preservando a
estrutura multimérica da mesma; ¢ uma etapa importante para a obtencdo destes
biocatalisadores (Bolivar et al, 2009).

O objetivo do presente trabalho foi estudar diferentes estratégias de imobilizagao
de B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis nos suportes quitosana e agarose, visando

insolubiliza¢do ¢ aumento da estabilidade da enzima.
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 -LACTOSE

A lactose ¢ o principal agliicar do leite e de varios produtos lacteos, um
dissacarideo redutor pouco soltivel e com baixa dogura quando comparado com os
produtos de sua hidrolise: glicose e galactose (Ladero et al., 2000).

A lactose tem tendéncia a adsorver odores e sabores e ¢ higroscopica, o que
causa o endurecimento dos derivados lacteos em po6. Ela cristaliza em baixas
temperaturas, dando textura arenosa aos laticinios. Além disso, ndo ¢ adequada a
pessoas que sofrem de intolerancia a lactose (deficiéncia da enzima lactase no intestino)
e galactosemia (incapacidade de metabolizar a galactose). Finalmente, a lactose do soro
de queijo ¢ um sério problema dos efluentes na industria de laticinios, devido a elevada
DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio) (Hatzinikolaou et al, 2005; Novalin et al,
2005; Sener et al, 2006). A hidrdlise da lactose agrega valor no soro de queijo, que
passara de efluente a subproduto e resolverd, assim, todos os problemas causados pela
lactose.

Os dois métodos utilizados para a hidrolise da lactose sdo: o método acido e o
método enzimatico. Quando 4cidos sdo utilizados como catalisadores, a reacdo ¢ muito
rapida, a temperatura da reagdo ¢ muito alta (em torno de 150°C) e os produtos
adquirem cor ¢ odor que impedem sua utilizacdo direta em alimentos. A hidrolise
enzimatica pode ser aplicada no leite ou soro sem um tratamento prévio e os produtos
obtidos preservam as suas propriedades (Hatzinikolaou et al, 2005; Ladero et al., 2000).

O uso de enzimas permite condigdes mais moderadas de temperatura e pH e nao
causa problemas nos produtos obtidos, como a desnaturagao das proteinas (que podem
estar presentes na solu¢do de lactose), o aparecimento de coloracdo marrom, o que
implica na necessidade de se utilizar um descolorante, e o rendimento de subprodutos
indesejaveis, normais nos métodos acidos. Portanto, para aplicagdes na industria de

alimentos, o método mais recomendavel é o enzimatico (Hatzinikolaou et al, 2005).
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2.2 - ENZIMAS

Enzimas sdo biocatalisadores de natureza protéica ou glicoprotéica, que atuam
de forma a acelerar uma reagdo bioquimica, reduzindo a energia de ativacao, sem alterar
o equilibrio da reacdo. Com enzimas, a catalise ¢ realizada em condi¢des brandas e na
maioria das vezes em solugdes aquosas, sob pressdo e temperaturas amenas. Essas sdo
algumas caracteristicas que fazem as enzimas diferenciarem dos catalisadores quimicos,
sendo a principal delas o seu alto grau de especificidade em relagdo ao substrato.

As limitagdes existentes na obtencdo de produtos e intermedidrios de interesse
comercial podem ser associadas aos tipos de catalisadores quimicos empregados, que
sdo pouco versateis e exigem altas temperaturas para atingir razoavel velocidade de
reacdo. Além disso, possuindo baixa especificidade, geralmente fornecem produtos de
composicdo quimica mista, ou produtos contaminados, que requerem uma etapa
posterior de purificacao (Krajewska, 2004).

As enzimas utilizadas nos setores industriais sdo quase em sua totalidade
produzidas por microrganismos. A tecnologia enzimatica apareceu como darea de
investigacdo durante a década de 60, com a imobilizacdo de enzimas para utilizagdo em
processos quimicos (Krajewska, 2004).

O wuso de enzimas se torna interessante quando permite que pequenas
quantidades sejam suficientes para catalisar reacdes especificas devido a sua grande
eficiéncia em condi¢des suaves. Sua alta seletividade faz com que as enzimas sejam
extremamente uteis em processos envolvendo oxidagdes, condensacdes ou hidrdlises,
principalmente se o produto final for destinado a fins alimenticios.

Biocatalise ou biotransformacdo sao processos nos quais um catalisador
bioldgico ¢ utilizado para converter um substrato por um nimero limitado de etapas
enzimaticas. Para que este processo de biotransformacdo seja eficaz, ¢ necessaria a
analise detalhada dos fatores que condicionam o desenvolvimento e otimizagdo
integrada de um processo biotecnoldgico (Aires-Barros, 2002). A estratégia de
desenvolvimento e otimizacdo de um bioprocesso depende do biocatalisador, da
bioconversdo, da recuperacao e purificacdo do produto.

O poder catalitico e seletividade das enzimas dependem da manutengdo da sua
estrutura tercidria e, se multimérica, também da quaternaria. Qualquer agente que altere
essas estruturas tais como pH, temperatura e solventes hidrofébicos podem causar a

inativagdo da enzima.
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Enzimas sdo frageis operacionalmente, pois o projeto original delas prevé
utilizagdo no ambiente intracelular. Quando alteragdes no meio provocam sua
inativacdo, ela ¢ enviada para hidrdlise total para reutilizagdo dos aminoacidos. Se ainda
for necessario, uma nova molécula ¢ sintetizada pela célula. Assim, as enzimas sao
geralmente comercializadas na presenga de aditivos que protegem a proteina da

inativagdo durante a estocagem (Zanin e Moraes, 2004).

2.3 - B-GALACTOSIDASE

A enzima B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23), também chamada lactase, ¢ produzida
por uma grande variedade de seres vivos. Enzimas de fontes distintas possuem
caracteristicas fisicas e quimicas diferentes quanto as condigdes de hidrolise da lactose.
Esta enzima hidrolisa a ligacao B(1-4) da molécula de lactose, dando origem aos seus
monodmeros , glicose e galactose (Figura 2.1), de grande interesse para a industria de

laticinios (Gekas e Lopez-Leiva, 1985).

HOCH,

OH

Galactose
fGalactosidase
4 ~ HOCH,
| | f  OH
OH HOCH, "'-
Lactose HO

OH
Glicose

Figura 2.1. Hidrolise enzimatica de lactose catalisada por -galactosidase.

As lactases sdo encontradas em fontes animais, vegetais ¢ microbianas (Gekas e

Lopez-Leiva, 1985). Entretanto, lactases de fungos, leveduras e bactérias sdo as mais
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empregadas e as suas propriedades cataliticas sao mostradas na Tabela 2.1. A lactose ¢ o

substrato natural mais utilizado para essas enzimas.

As B-galactosidases sdo enzimas cada vez mais empregadas em aplicagdes

industriais na industria de lacticinios. A sua capacidade como biocatalisadores para

hidrolise da lactose do leite e soro permite a producao de produtos lacteos de baixo teor

de lactose para pessoas intolerantes a este agucar, cerca de 75% da popula¢do mundial,

e serve para reciclar o soro e utilizd-lo como um aditivo para a alimentagdo humana ou

de animais (Ladero et al., 2006).

Tabela 2.1. Propriedades de algumas B-galactosidases microbianas.

Massa
pH Temperatura Cofatores Referéncia
Fonte i molecular
estabilidade Otima (°C) necessarios bibliografica
(kDa)
Aspergillus Widmer e
] 2,5-8,0 55-60 nenhum 124
niger Leuba 1979
Wallenfels e
Escherichia coli 6,0-8,0 40 Na", K" 540 Malhotra,
1960
. N Mahoney e
Kluyveromyces K", Mn",
N 6,5-7,5 37 . 200 Witaker,
fragilis Mg
1977
. . Cavaille e
Kluyveromyces Na', Mg,
] 7,0-7,5 35 . 135 Combes,
lactis Mn
1995
Penicillium Budriene et
4,0-5,0 30 nenhum 120
canescens al, 2005
Thermus s.p. Ladero et al,
6,0-10,0 70 nenhum 550
strain T2 2002

As enzimas com pH 6timo acido e temperatura 6tima relativamente alta sdo

convenientes para a hidrolise de lactose em soro dcido. Comparada com a lactase de

bactérias e leveduras, as fingicas sdo proteinas relativamente pequenas, que nao

requerem ions metalicos para a estabilidade ou atividade, como mostrado na Tabela 2.1,
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uma grande vantagem em processos alimenticios. As enzimas de leveduras t€ém pH
otimo neutro, conveniente para a hidrolise da lactose do leite ou soro doce. Elas sdo
menos estadveis que as fingicas e podem ser usadas somente em temperaturas
moderadas.

B-galactosidase de Escherichia coli é a galactosidase bacteriana mais conhecida
em niveis estruturais e cataliticos, disponivel comercialmente na forma pura e bruta e
pode ser utilizada para hidrélise da lactose ou para producdo de oligossacarideos. Esta
enzima ¢ um tetrdmero e tem um mecanismo especial durante a producdo de
oligossacarideos, o que leva diretamente para a formacao do dissacarideo galactobiose
como produto principal da reagao (Pessela et al, 2007). Estes galacto-oligossacarideos
tem efeitos benéficos para o nosso organismo, sdo fatores que promovem o crescimento
das bactérias intestinais desejaveis. Além disso, podem ser usados em aplicagdes
potenciais na producdo de ingredientes alimentares, farmacéuticos e¢ de outros
compostos biologicamente ativos (Santiago et al, 2000).

As enzimas de origem fungicas, como Aspergillus niger ¢ Aspergillus oryzae sao
relativamente pequenas e independentes de metais, sdo ativas em pH écido e, portanto,
utilizadas na maioria das vezes para hidrdlise em soro acido. A lactase de A. oryzae ¢
comparativamente mais barata, porém, ¢ menos estavel e com elevada atividade na
sintese de oligossacarideos (Yang e Okos, 1988).

A enzima de Thermus sp., organismo termofilico, ¢ um octomero, com massa
molecular média de 550 kDa (Ladero et al, 2002). De acordo com os relatos de Ladero
et al. (2002), esta enzima produz o trissacarideo gal-gal-gli, ¢ inibida ndo sé pela
galactose, mas também por metais e ¢ muito mais estavel a pH basico e temperaturas
elevadas. Isto a torna interessante, pois a enzima de Thermus sp. pode ser imobilizada
covalentemente em pH alcalino sem perda consideravel de atividade. A estabilidade das
enzimas termofilicas na presenga de solventes depende do tamanho molecular e da
polaridade de cada solvente, porém, estas enzimas sdo menos estdveis a agentes
oxidantes. A maior complexidade da estrutura desta enzima e a menor exposicao das
interagdes hidrofobicas podem estar relacionadas com a sua alta estabilidade. Uma
forma mais compacta ¢ com alta carga superficial pode contribuir também para esta
estabilidade. No entanto, a acdo dos agentes oxidantes, mais de aminoacidos
aromaticos, se estes forem importantes para a atividade da enzima, poderdo ocasionar

uma baixa estabilidade da mesma (Ladero et al, 2002).
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As enzimas de leveduras do género Kluyveromyces sdo ativas a pH neutro e,
portanto, empregadas na hidrolise do leite e do soro doce. E relatado que enzimas deste
género sdo inibidas na presenga de produtos da reagdo (Mateo et al, 2004). As enzimas
de levedura produzem também os dissacarideos gal-gal e os trissacarideos gal-gal-gli
(Ladero et al, 2002).

A lactase de Kluyveromyces fragilis, um organismo mesofilo, tem massa
molecular em torno de 200 kDa e corresponde a um dimero, de acordo com os relatos
de Mahoney and Whitaker, em 1977. Essa enzima ¢ completamente dependente de
metais como Mn', Mg" e K'. Os metais e as enzimas estdo envolvidos em uma reagio
reversivel que promove a formag¢do de um complexo enzimatico. Esse complexo
enzima-ion metalilico ¢ 50% mais ativo do que a enzima sozinha (Ladero et al, 2002).
Assim como nos organismos termofilicos, a estabilidade das enzimas mesofilas aos
efeitos de solventes soluveis depende do tamanho molecular e da polaridade de cada
solvente. Etanol, por exemplo, ¢ muito agressivo as enzimas mesofilicas, embora essas
enzimas sejam mais resistentes a agentes oxidantes do que as termofilas. As enzimas
mesofilicas também sdo estaveis quando um agente surfactante ndo idnico esta presente
no meio. Segundo Ladero et al. (2002), a uréia, por exemplo, exerce uma alta inativagdo
na enzima de levedura, mas a estabilidade das termofilas ¢ surpreendentemente alta na
presenga de uréia. A enzima de Kluyveromyces fragilis é inibida competitivamente pela
galactose durante a hidrolise da lactose, e acompetitivamente pelo 0-nitrofenol durante a
hidrolise do 0-NPG, o-nitro-fenilgalactopiranosideo, um substrato sintético (Ladero et

al, 2002).

2.4 — IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Intmeras enzimas imobilizadas em suportes solidos por diferentes protocolos
tém sido amplamente empregadas na producdo de alimentos, produtos farmacéuticos e
outros produtos biologicamente importantes.

A principal desvantagem da utilizagdo de enzimas na forma soluvel como
catalisador industrial ¢ a sua baixa estabilidade. Para resolver este problema, varias
abordagens tém sido propostas: a imobilizacdo de enzimas, o uso de glicdis e outros
aditivos estabilizantes, reticulagdo com agentes bifuncionais, sele¢do de enzimas de
organismos termofilos ou ainda modificagdes quimica na enzima (Ladero et al, 2002;

Giacomini, et al, 2001).
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A imobilizacdo de enzimas normalmente ¢ necessaria, pois esta permite

inmeras vantagens, tais como:

e A reutilizag¢do do biocatalizador;

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

e A facilidade do controle operacional; operar de forma continua
possibilita um controle mais facil das variaveis do processo;

e E a fAcil purificacdo do produto sem contaminagdo pelo catalisador,

visto que a enzima imobilizada nao ¢ soluvel no meio de reagdo.

No entanto, a enzima com sua mobilidade restringida pelo fato de estar ligada a
um suporte dificulta a acessibilidade do substrato a mesma, o que leva a aparente
reducdo da atividade, neste caso provocado por restricoes difusionais, ou seja,
limitagcdes do acesso do substrato ao sitio ativo devido a presenga da matriz sélida.
Ocorre também acimulo de produto na proximidade do sitio ativo, o que pode afetar a
cinética de reacdo, pela reducdo da velocidade de reagdo ou alteracdo do pH no
microambiente da enzima (Pessela et al, 2007).

Em geral, a imobilizagdo de proteinas promove distor¢des da estrutura da
enzima, que leva a uma diminui¢ao da atividade da enzima.

Quando um biocatalisador ou uma preparacdo enzimdtica ¢ selecionado para
determinada reacdo, o tipo de solvente, a quantidade de agua e a solubilidade dos
substratos e produtos também devem ser avaliados e otimizados.

As enzimas necessitam de uma pequena quantidade de agua para reter a sua
conformagdo tridimensional ativa, mesmo quando estdo ligadas covalentemente a um
suporte, pois a agua contribui para a integridade estrutural, polaridade do sitio ativo e
estabilidade da proteina, além de limitar a solubilidade de substratos hidrofébicos em
torno da enzima (Dalla-Vecchia et al, 2004).

As enzimas multiméricas sdo enzimas muito complexas cujo sitio ativo pode ser
determinado pela exata montagem das diferentes subunidades. Isto significa que, se
pudermos imobilizar estas enzimas utilizando diferentes protocolos, envolvendo

diferentes regides da proteina, a imobilizacdo pode produzir pequenas distor¢des sobre a
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montagem das subunidades, alterando a forma do sitio ativo e produzindo enzimas
imobilizadas com propriedades diferentes (Pessela et al, 2007).

As inativagdes de enzimas multiméricas podem ser fortemente influenciadas
pela dissociagdo das subunidades (Pessela et al, 2008). Ligagdes ndo-covalentes
existentes entre os mondmeros podem estabilizar a estrutura individual de cada
mondmero montando corretamente a estrutura multimérica. Caso contrario, mudangas
conformacionais promovidas, por exemplo, pelo calor, pH e agentes oxidantes sobre os
monomeros podem ser rapidas e intensas (Fernandez-Lafuente et al, 1999).

Uma reticulagdo quimica intensa entre as subunidades deveria ser uma das
melhores abordagens para se estabilizar a estrutura multimérica da enzima. Contudo,
essa ¢ uma estratégia muito dificil, pois a reagdo de enzimas com agentes reticulantes
pode promover ndo s6 uma rapida e intensa reticulagdo intersubunidades, mas também
um elevado nimero de reagdes colaterais indesejaveis, o que podera promover a
distor¢do e consequentemente inativagdo da enzima (Fernandez-Lafuente et al, 1999).

No entanto, se bem controlado o processo, a inativagdo das enzimas
multiméricas pela dissociagdo de suas subunidades pode ser resolvida através da
imobilizacdo, como mostrado na Figura 2.2 por Fernandez-Lafuente (Fernandez-

Lafuente et al, 1999; Kaddour et al, 2008; Pessela et al, 2008).

LIS S
LLLLLLS

® Longaimohbilizacio

® randes superficies mternas

LSS

e Camada densa de grupos reativos

Figura 2.2. Estabilizacdo das enzimas multiméricas através da imobilizagao.
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Fernandez-Lafuente et al (1999), propuseram que depois de uma intensa
imobilizacdo covalente, os derivados fossem reticulados com macromoléculas

polifuncionais, como mostrado na Figura 2.3.

Imobilizacao Covalente de Sub-unidades

Polialdeidos

Figura 2.3. Imobilizagdo covalente e reticulacio de enzimas multiméricas com
polialdeidos.

A reticulagdo com macromoléculas deverd ser mais facil de controlar do que
com moléculas bi-funcionais, porque pode ocorrer entre grupos localizados com
distancias muito diferentes. Além disso, reticulagdes multipontuais com melhora na
estabilidade estrutural da enzima podem ser alcangadas facilmente. As macromoléculas
polifuncionais podem ser obtidas a partir de dextrana comercial. A dextrana pode ser
oxidada pelo periodato de sodio rendendo um polialdeido de estrutura adequada para
reagir com os grupos amino da proteina. A reagdo entre os grupos polialdeidos e a
proteina ocorre através da formacdo de bases de Schiff. A rea¢do ¢ finalizada com a
adicao de borohidreto para a reducdo das bases de Schiff a grupos amino secundarios e
a conversao dos polialdeidos em polialcoois (Fernandez-Lafuente et al, 1999).

Em muitos casos, existem cations presentes na montagem da estrutura
multimérica das enzimas, os quais podem nem ser essenciais para a atividade
enzimatica, mas muito importantes para a estabilidade da enzima. Portanto, dependendo
da dissociacdo do complexo enzima-ion, a dilui¢do das enzimas pode ocasionar uma
redu¢do na estabilidade delas, mesmo que todas as subunidades estejam ligadas
covalentemente ao suporte, pois ocorre a diluicdo do cétion. Isso pode ser resolvido

aumentando a for¢a da ligagdo deste cation para a posi¢ao correta (Kaddour et al, 2008).
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Porém, em alguns casos, se a dissociagdo das subunidades ¢ o primeiro passo
para a inativagdo, pode ser muito dificil descobrir a implicacdo de um ion envolvido na
estabilidade da proteina. O uso de moléculas de enzimas com a estrutura multimérica
estabilizada pode permitir detectar o efeito dos ions na enzima, evitando a dissociagdo
das subunidades. Entdo, a estabilizacdo da estrutura quaterndria das enzimas
multiméricas pode ser interessante nao s para a aplicacdo da mesma, mas também para
se estudar outras propriedades da enzima (Kaddour et al, 2008).

Entretanto, todos os problemas citados acima podem ser evitados ou diminuidos

pela escolha criteriosa do suporte.

2.5 - SUPORTES PARA IMOBILIZACAO

Na sele¢do de um suporte para uma determinada aplicacdo, devem ser analisadas
suas propriedades fisicas e quimicas, bem como as relativas a possibilidade de
regenera¢dao do material.

O processo de imobilizacdo e o uso repetido e continuo do derivado, algumas
vezes, requerem o uso de operagdes como filtragdo, centrifugacao e agitagcdo, portanto, o
suporte deve ter boa resisténcia mecédnica. Outra caracteristica importante ¢ a
estabilidade térmica do suporte, pois dependendo do seu coeficiente de expansdo,
podem sofrer distor¢do ou destruir o sitio ativo da enzima sob expansdo ou contracao,
quando submetido a variacdes de temperatura (Kennedy, 1987).

O suporte deve ser quimicamente resistente nas condi¢des de ativagdo, durante o
processo de imobilizagdo e nas condi¢cdes em que se processa a reagcdo, devem possuir
grupos quimicos que podem ser ativados ou modificados de modo a permitir a ligagao
da enzima sem desnatura-la.

A natureza hidrofilica do suporte também deve ser levada em conta, pois sdo
mais desejaveis suportes com caracteristicas hidrofilicas de modo a se obter uma boa
difusividade do substrato, além de permitir a estabilizacdo da enzima. Os suportes de
natureza hidrofobica costumam diminuir a estabilidade e a atividade da enzima
imobilizada por um mecanismo semelhante a desnaturagdo das enzimas em solventes
organicos (Kennedy, 1987).

A morfologia do suporte ¢ muito importante, pois o mesmo deve ter alta

porosidade, o que permite ter uma grande area superficial interna para a imobilizagao da
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enzima, ¢ poros com didmetro suficiente para permitir o facil acesso da enzima e do
substrato.

A resisténcia ao ataque microbioldgico ¢ mais um dos critérios na sele¢do do
suporte, pois o mesmo deve resistir & degradacdo por microrganismos, evitando a
liberacao da enzima para a solugao.

A insolubilidade ¢ uma caracteristica essencial, ndo somente para prevenir a
liberagdo da enzima do suporte, mas principalmente para evitar a contaminacdo do
produto pelo suporte dissolvido e pela enzima.

A possibilidade de regeneragdo, bem como a reutilizagdo da matriz, deve ser
considerada na avaliacdo econdmica do sistema com enzima imobilizada. Os suportes
sdo classificados quanto a composi¢do quimica em: organicos (naturais e sintéticos) e

inorganicos (minerais e fabricados), como mostrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Exemplos de suportes quanto a composi¢ao quimica (Kennedy, 1987).

Polissacarideos:
celulose, agar, quitina,
quitosana, amido, entre
naturais outros.

Proteinas: colageno,
Suportes organicos

albumina, gelatina, glaten,

seda, entre outros.

Poliestireno,
sintéticos poliacrilato,  polivinilico,

nailon, entre outros.

Areia, bentonita,

minerais
herneblenda, pedra-pomes.
Vidro, ceramica,
Suportes inorgéanicos silica,  aluminossilicatos,
fabricados oxido de ferro, oOxido de

niquel, acgos inoxidaveis,

entre outros.
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Os suportes inorganicos sao mais apropriados para uso industrial por
apresentarem elevada resisténcia mecanica, boa estabilidade térmica, resisténcia a
solventes organicos e ao ataque por microrganismos. Eles sdo de facil regenera¢do por
pirdlise e apresentam boa rigidez da matriz, sendo estdveis em uma ampla faixa de
pressdes, temperaturas e pH. Entretanto, a maioria das enzimas imobilizadas
comercializadas ¢ obtida com matrizes organicas devido, provavelmente, a variedade de
grupos funcionais reativos que podem ser introduzidos nesses suportes (Rodrigues et al,
2008).

Os suportes mais estudados e utilizados s3o os derivados de polissacarideos,
especialmente os extraidos de algas, como agarose, alginato e K-carragenina. Também
merece destaque suportes organicos como celulose, quitina e quitosana (Krajewska,
2004).

As propriedades das enzimas imobilizadas sdo influenciadas pelas propriedades

da enzima e do material do suporte, como mostra a Figura 2.4.

> P

Propriedades Caracteristicas
Bioguimicas Quimicas
L 4
Tipo de rea¢io Propriedades
e Cinética Mecinicas
v
Métodos Efeites de Estahilidade
de imobilizagio transferéncia operacional
de massa
Desempenho

Consumo de enzima {Uf kg de produto)
Produtividade (kg produtofU)

Figura 2.4. Interacao entre suporte e enzima (Kennedy, 1987).
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2.5.1 - QUITOSANA

Quitosana ¢ um polissacarideo essencialmente constituido por uma estrutura
molecular quimicamente similar a celulose, diferenciando-se somente nos grupos
funcionais (Krajewska, 2004), como mostrado na figura 2.5. Grupos hidroxil (OH)
estdo dispostos na estrutura geral do carboidrato para a celulose e grupos amino (NH>)
para a quitosana. E solavel em meio 4cido diluido, formando um polimero catidnico,
com a protonagio (adicio de protons) do grupo amino (NH;3"), que confere
propriedades especiais diferenciadas em relagdo as fibras vegetais. A quitosana ¢
obtida por uma drastica desacetilagdo com tratamento alcalino de quitina, que é o
principal componente no exolesqueleto de crusticeos e insetos, € também nas paredes
celulares de alguns fungos. A quitina ¢ separada de outros componentes do
exoesqueleto por um processo quimico que envolve as etapas de desmineralizacdo e
desproteinizagdo das carapacas com solucdes diluidas de HCl e NaOH, seguida de
descoloragdo com KMnO4 e acido oxalico, por exemplo. A quitina obtida, o
biopolimero contendo grupos acetil (NHCOCH;), ¢ desacetilada com solugdo

concentrada de NaOH, produzindo a quitosana (Berger et al., 2004).

L OH _n NHCOCH, _|

3
=
I
"3
=

Celulose Quitina Quitosana

Figura 2.5. Estrutura dos biopolimeros quitina, quitosana e celulose (Berger et al, 2004).

A quitosana ¢ um produto natural, de baixo custo, renovavel e biodegradavel,
de grande importincia econdmica e ambiental. As carapacas de crusticeos sdo
residuos abundantes e rejeitados pela industria pesqueira, que em muitos casos as
consideram como poluentes. Sua utilizagdo reduz o impacto ambiental causado pelo

acumulo nos locais onde ¢ gerado ou estocado.
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Quitina e quitosana tém intimeras aplicagdes. Na area ambiental, a quitosana ¢
conhecida como um bioadsorvente para remocao de ions metélicos toxicos, corantes e
compostos organicos e utilizados nos processos de tratamento e purificacdo de agua e
bebidas (Carrara e Rubiolo, 1994). Devido as suas propriedades antimicrobianas siao
usadas para reducdo do crescimento microbiano € como coberturas de alimentos ou
revestimentos protetores em frutas e legumes processados. Atuam também como
floculante e coagulante nos processos de tratamento de efluentes industriais e ainda
podem remover o petréleo de derramamentos no mar, contribuindo na solugdo de um

dos grandes problemas ambientais (Carrara e Rubiolo, 1994).

Na éarea da satde, a quitosana é conhecida como um redutor de niveis de
colesterol no sangue. Apresenta uma capacidade de diminuir o colesterol LDL (forma
prejudicial — “mau colesterol”) mantendo o colesterol HDL (“bom colesterol”). E
conhecida também como um antiacido, para o controle de pressdo alta, para prisao de
ventre e para reducdo de acido urico no sangue. A quitosana tem sido amplamente
empregada como controlador de liberagdo de drogas e coadjuvante no controle de
doengas como a artrose (Kumar et al, 2000; Berger et al., 2004). Como cosmético,
devido a sua natureza fungicida, ¢ utilizada na formulag¢do de cremes para o rosto, maos
e corpo, logdes de banho e fabricagdo de xampus (Krajewska, 2004).

A quitosana também tem sido usada como um suporte na imobilizacdo de
enzimas (Adriano et al, 2008). O seu custo reduzido e a disponibilidade de seus grupos
funcionais tornam este material um suporte promissor para a imobiliza¢do de enzimas.

A quitosana e a quitina, como suportes para imobilizagdo, sdo utilizadas nas
formas em pd, floculada e gel de diferentes configuragdes geométricas, o que permite a
aplicagdo do suporte para diferentes procedimentos de imobilizagao.

A preparagdo da quitosana na forma de hidrogel ¢ possivel pelo fato da
quitosana ser facilmente dissolvida em solugdes diluidas da maioria dos acidos
organicos, incluindo férmico, acético e tartarico, para formar solugdes viscosas que
precipitam mediante um aumento de pH (Krajewska, 2004). Desta maneira, diversas
formas de quitosana podem ser fabricadas: géis em forma de esfera, membranas,
capsulas, fibras, fibras ocas e esponjas.

Os diferentes tratamentos e modificacdes nos hidrogéis de quitosana sao

empregados para melhorar a estabilidade e durabilidade do suporte. Os métodos mais
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(¢]

comuns na preparagao do gel sdo: evaporagdo do solvente, neutralizacao, reticulacao
gelificagdo.

O método de evaporagdo do solvente ¢ utilizado principalmente para a
preparacdo de membranas e filmes. Uma solugdo de quitosana em acido organico ¢
colocada em uma placa e deixada para secar, se possivel sob temperatura elevada. Apos
a secagem, a membrana ¢ neutralizada e reticulada para evitar a desintegragdo em
solugdes de pH maior que 6,5. As enzimas podem ser imobilizadas na superficie de tais
membranas, por adsor¢do, frequentemente seguida por uma reticulagdo (crosslinking)
ou por ligagdo covalente (Krajewska, 2004).

O método da neutralizacdo ¢ explorado para a producdao de precipitados de
quitosana, membranas, fibras e esferas, todos com tamanho e porosidade diferentes.
Este método ¢ realizado basicamente pela mistura de produtos alcalinos com uma
solugdo acida de quitosana, visto que o aumento no valor de pH ocasiona a precipitagdo
da quitosana. A imobilizacdo de enzimas em quitosana preparada por este método pode
ser feita por adsor¢cdo a superficie do gel, por reticulagdo ou ainda por inclusdo,
dissolvendo-se a enzima na solugdo inicial de quitosana (Krajewska, 2004).

No método de reticulagdo, uma solucdo acida de quitosana é submetida a uma
simples reticulagdo através da mistura com um agente reticulante, onde o gel obtido ¢
triturado em particulas. A imobilizacdo de enzimas preparadas sobre esses géis nao
exigem quimica de ativacdo, pois na preparacdo do gel, o agente reticulante ¢é
bifuncional, reticula e ativa o gel. A enzima também pode ser introduzida no gel quando
misturada com a solucdo de quitosana antes de ser reticulada. O glutaraldeido, devido a
sua facilidade de uso e reatividade, mas mais importante, devido a disponibilidade de
grupos de aldeidos para reagir ndo apenas com grupos aminos das enzimas, mas
também com os da quitosana, ¢ o agente reticulante e de ativagdo mais utilizado. Outros
agentes bifuncionais comuns sao: glioxal, hidroximetil, etilenodiamina e epicloridrina
(Krajewska, 2004).

O método de gelificacdo ¢ utilizado principalmente para a preparagao de esferas
de gel, o que ¢ conseguido através da adicdo de gotas de um polieletrélito anidnico em
uma solu¢do 4acida de quitosana. Por forca da atracdo de moléculas carregadas, a
quitosana, que por natureza ¢ um polieletrolito catidnico, espontaneamente forma
complexos insoluveis em 4agua com polieletrolitos anidnicos. Os polieletrolitos
anidnicos usados incluem alginato, carragenina, xantana ¢ diversos polifosfatos

organicos e sulfatos. A imobilizacdo de enzimas por este método ¢ feita preparando-se
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uma solu¢do enzimatica contendo polieletrolito anidnico, antes da gelificacdo. A enzima
¢ imobilizada, portanto, por inclusdo no interior das esferas ou cépsulas (Krajewska,
2004).

O interesse em quitosana como um suporte promissor na imobilizagao de
enzimas e devido a uma multiplicidade de aplicacdes, vem crescendo nos ultimos anos,
pois este biopolimero renovavel ¢ de grande potencial para o mercado de biomateriais.
O baixo custo e a abundincia deste material o tornam interessante para o setor
industrial. Na medicina e em aplica¢des farmacéuticas a quitosana ¢ utilizada como um
componente em hidrogéis, conhecidos como redes de macromoléculas inchadas em
agua ou em fluidos bioldgicos (Berger et al., 2004). A estrutura dos hidrogéis é formada
por interagdes covalentes ou i0Onicas, sendo esta Ultima muito influenciada pelo pH do
meio reacional, o que reflete na capacidade de retengdo de dgua do higrogel, como pode
ser observado na Figura 2.6. Em meio acido, a concentracdo de agua no hidrogel ¢
favorecida, pois 0 meio aumenta o inchamento do hidrogel. J4& no meio proximo da
neutralidade, ocorre um equilibrio entre as cargas do hidrogel, o que promove uma
interagdo maxima entre os grupos ionizaveis, aumentando a estabilidade do gel (Berger
et al., 2004). Devido a sua instabilidade pelo pH se torna necessario a reticulagao do

gel.
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Meio Alcalino

Figura 2.6. Influéncia do pH sobre a estrutura do hidrogel (Berger et al., 2004).

2.5.1.1 - SUPORTES HiBRIDOS

De acordo com a literatura, a quitosana ¢ um dos principais compostos
empregados na sintese de hidrogéis, como também alginato, carragenina, gelatina e
outros (George e Abraham, 2006). Os polieletrolitos de quitosana sdo formados com o
objetivo de obter hidrogéis mais versateis, com diferentes estruturas quimica e fisica, o
que pode melhorar sua atuagdo em uma determinada aplicacdo. Uma outra importante
aplicacdo dos hidrogéis ¢ na imobilizagdo de enzimas para diversas aplicagdes,
principalmente no desenvolvimento de biossensores (de Oliveira et al, 2006).

Diferentes polieletrolitos sdo utilizados, juntamente com a quitosana, para a
formagdo de hidrogéis como gelatina, alginato, carragenina e outros. Alginato ¢ um
polissacarideo extraido de algas marrons. A estrutura quimica do alginato é constituida

por polimero linear do &cido L-gulurdnico e do &4cido D-manurdnico (George e
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Abraham, 2006). Este polissacarideo tem sido utilizado como veiculo para a liberacao
de farmacos e proteinas, juntamente com a quitosana, complexo quitosana-alginato
(Tapia et al, 2004). O complexo quitosana-alginato ¢ formado por interagdes idnicas
entre os grupos carboxilicos do alginato e os grupos amino da quitosana (Tapia et al,
2004). O hidrogel formado sofre reducao de porosidade, reduzindo o tempo de liberagao
do farmaco encapsulado (Huguet et al, 1996). A clevada solubilidade da quitosana ¢
minimizada na presenca de alginato, pois este biopolimero ¢ insoltivel em pH acido e
em pH alcalino ¢ facilmente solubilizado, o que ndo ¢ observado para a quitosana. Deste
modo, o complexo quitosana-alginato ¢ um suporte hibrido que pode ser utilizado em
uma ampla faixa de pH (George e Abraham, 2006).

Carragenina ¢ um polissacarideo obtido de algas vermelhas e possui em sua
estrutura grupos sulfonicos. Dentre as trés formas de carragenina existente, a k-
carragenina ¢ a mais utilizada. Ela possui um grupo sulfonico para cada dois grupos
galactose (Tapia et al, 2004). Este grupo sulfénico é responsavel pela elevada
capacidade de reten¢do de agua. E bastante utilizada na industria de alimentos como
emulsificante e na protecdo de alimentos contra o processo de desidratagdo. Este
biopolimero também tem sido utilizado como carreador de farmacos em particulas
hibridas com quitosana (Tapia et al, 2004). Estudos mostram que a libera¢do
prolongada de farmacos empregando o complexo quitosana-alginato foi superior ao
complexo quitosana-carragenina (Tapia et al, 2004). Carragenina possui um elevado
grau de inchamento, que resultou em uma liberagdo mais rapida devido ao aumento dos
poros do carreador. Foi verificado também que o complexo quitosana-carragenina
possui baixa estabilidade, pois o complexo apresentou maior velocidade de
desestruturacdo da rede polimérica.

A gelatina ¢ um produto obtido da hidrolise parcial do coldgeno, extraido
geralmente da pele e dos ossos de certos animais (Kim et al, 2006). A gelatina ¢é
formada de trés moléculas polipeptidicas, arranjadas em forma de hélice. A gelatina
possui uma grande habilidade de ligacdo com 4gua e suas cadeias de configuracao
helicoidal sdo importantes para a forma¢do do gel. Por ser um hidrocoldide de origem
proteica possui carater anfotero, associado a presenga de grupos amina e carboxilicos
nos aminoacidos (Kim et al, 2006). Este biopolimero ¢é bastante utilizado na sintese de
microcapsulas para uso farmacéutico (Kumar, 2000; Kim et al, 2006). Membranas de
gelatina-quitosana tém sido utilizadas na regeneragdo de véarios tecidos como pele e

cartilagem (Yao et al, 1995 apud Kumar, 2000).
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No intuito de aumentar a estabilidade quimica e fisica dos hidrogéis de quitosana
e quitosana-copolimeros, diversas alternativas tém sido utilizadas. Dentre elas, a
modificacdo quimica do hidrogel empregando agentes bifuncionais ¢ a mais utilizada
(Monteiro e Airoldi, 1999; Li e Bai, 2005; de Oliveira et al, 2006; Mendes et al, 2006;
Altun e Cetinus, 2007). Esta modificacdo apresenta diversas vantagens, vantagens estas
estudadas no presente trabalho, objetivando aumentar o grau de hidrofobicidade de

hidrogéis de quitosana-copolimeros para imobiliza¢do de B-galactosidase.

2.5.1.2 - MODIFICACOES QUIMICAS NA ESTRUTURA DA QUITOSANA

Para modificar quimicamente a estrutura da quitosana com o objetivo de
melhorar sua resisténcia mecanica por redug¢do do efeito de dissolugdo em extremas
condigdes de pH, ou seja, melhorar sua resisténcia em meio acido, reduzir sua
capacidade de retencdo de agua, alterar a hidrofobicidade e melhorar a estabilidade
quimica devido as ligagcdes covalentes ser irreversiveis, existem diferentes métodos
empregados (Berger et al., 2004; Rodrigues et al, 2008; Adriano et al, 2008).

As principais modificagdes sdo realizadas empregando agentes bifuncionais, tais
como: epicloridrina, glutaraldeido, glioxal, formaldeido e outros, como mostram a

Figura 2.7 (Rodrigues et al, 2008).
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Figura 2.7. Estrutura quimica de quitosana reticulada com glutaraldeido (A) e
epicloridrina (B).

A ativacdo de suportes com glutaraldeido ¢ uma das mais populares técnicas
para imobilizar enzimas. A metodologia ¢ bastante simples e eficiente e, em alguns
casos, ela permite ainda melhorar a estabilidade enzimatica devido as ligagdes
multipontuais ou liga¢des entre as subunidades da enzima na imobilizagdo. Além disso,
o glutaraldeido também tem sido muito utilizado para reticulagdes intermoleculares nas
proteinas ou para modificar a adsor¢@o de proteinas em suportes aminados. Entretanto, o
glutaraldeido deve ser manuseado com cuidado, pois ¢ um composto neurotdxico
(Betancor et al, 2006).

A eficiéncia das reticulagcdes do suporte depende da concentracdo do agente de
reticulacdo, do pH do meio reacional, da temperatura, tempo de reacdo e do grau de
desacetilagdo da quitosana (Berger et al., 2004). Um periodo longo de tempo e uma alta
concentragdo do agente reticulante geram muitas reticulagdes.

Os hidrogéis formados por reticulacdo devem ser lavados e purificados a fim de
eliminar os agentes ndo reagidos, pois muitos deles sdo prejudiciais a saude devido a
sua alta toxicidade (Berger et al., 2004).

Apesar de ter algumas desvantagens, a utilizacdo de hidrogéis reticulados com
glutaraldeido e epicloridrina como suporte para imobiliza¢do, e como conseqiiéncia para

a insolubilidade de enzimas, vem sendo muito estudada, pois o custo reduzido e a
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grande quantidade de grupos funcionais fazem da quitosana um suporte de grande

potencial a ser desvendado.

2.5.2 - AGAROSE

A agarose ¢ obtida a partir do agar isolado de certas algas marinhas, ¢ um

polimero de galactose, cujas unidades sdo cadeias de agarobiose (Kennedy, 1987).

Agarose

Figura 2.8. Estrutura quimica da agarose (Kennedy, 1987).

Esferas de agarose sdo formadas por uma associacdo ndo-covalente entre
polimeros de agarose formando troncos de diametro relacionado com a concentracao de
agarose (Pedroche et al, 2007). Quanto maior a concentragdo de agarose durante a
gelificacdo, mais espesso os troncos de agarose formados, e, a primeira vista, maiores as
possibilidades de atingir uma intensa ligagdo covalente multipontual. Assim, agarose
4% tem poros maiores, mas troncos mais finos do que esferas de agarose 10%, o que
implica uma menor congruéncia geométrica entre o suporte e a enzima (Pedroche et al,
2007).

O gel de agarose, por sua vez, ¢ facilmente manipulado e ativado devido a
presenca de grupos hidroxil. Tém uma grande area superficial e um diametro de poro
adequado para imobilizacdo de proteinas. Possui boas propriedades mecanicas e tem
sido utilizado com sucesso para imobilizacdo e estabilizagdo de diversas enzimas
(Mendes et al, 2006; Rodrigues et al, 2008).

Os unicos grupos reativos em agarose sao os hidroxil. Portanto, eles podem
reagir com reagentes epoxidos para gerar grupos glioxil. Estes grupos aldeidos sao

menos reativos do que os do glutaraldeido, porém, usando glutaraldeido, a ligacao pode
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ser realizada utilizando o grupo terminal amino da proteina, enquanto que com grupos
glioxil, os grupos amino das lisinas residuais t€ém de estar disponiveis para tornar viavel
a imobilizacdo (Rodrigues et al, 2008).

Quanto maior as concentracdes de grupos amino na enzima e de grupos glioxil
no suporte, mais ligagdes ocorrerdo. As exigéncias de altas concentragdes de grupos
amino e de grupos glioxil ddo uma vantagem adicional em relacdo ao glutaraldeido. A
imobilizacdo utilizando grupos glioxil envolve a 4rea das proteinas que possuem mais
residuos reativos, permitindo assim, uma intensa interagdo multipontual enzima-suporte
(Rodrigues et al, 2008).

Além disso, o gel glioxil agarose apresenta muitas outras propriedades que sao
adequadas para a realizagdo de ligagdes covalentes multipontuais intensas. Segundo
Mateo et al, (2006-a), podem-se resumir estas propriedades da seguinte forma:

Reatividade muito alta dos grupos glioxil com os grupos amino nao-ionizados;

e Poucos impedimentos estéricos na reagdo entre os grupos amino da
proteina e os grupos glioxil do suporte;

e Boa congruéncia geométrica entre a proteina e a superficie do suporte;

e FAcil controle do grau de ativacao;

e Braco espagador curto que permite fixar a proteina na imobilizacdo
aumentando a rigidez da enzima;

e As ligacdes entre a enzima e o suporte sdo muito fracas, bases de Schiff.
Isto significa que a energia necessaria para a formagdo de cada ligacao
individual ndo pode compensar a energia necessaria para produzir uma
distor¢do da estrutura das proteinas, mantendo a funcionalidade da
mesma;

e A reducdo final com o borohidreto de sodio transforma as fracas bases de
Schiff em ligagcdes amino secundario muito estdvel e todos os grupos
aldeidos restantes do suporte soélido em grupos inertes. Esta é uma
caracteristica vantajosa deste suporte, pois 0s grupos nao inertes da
superficie do suporte podem promover interagdes ndo desejaveis enzima-
suporte, promovendo uma diminui¢ao da estabilidade ou até mesmo uma
direta inativagdo da enzima.

Se ligagdes covalentes multipontuais sdo desejadas, € necessario um controle

rigoroso das condi¢des de imobilizacdo para alcangcar um maximo grau de interagdo
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enzima-suporte. Estas condi¢des devem favorecer a reatividade da proteina, permitindo

maximizar as multi-intera¢des enzima-suporte (Mateo et al, 2006-a).

2.6 - METODOS DE IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

O desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo tem sido importante por
proporcionar a reutilizagdo das enzimas, facilitar a separacdo dos produtos e aumentar a
estabilidade térmica e em solventes organicos.

O principal interesse em imobilizar uma enzima ¢ obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em comparagdo a
sua forma livre. Porém, ndo deverdo ocorrer alteragdes estruturais na enzima, como
modificag¢des no sitio ativo.

Intimeros métodos tém sido descritos na literatura para contornar os possiveis
problemas de instabilidade, como mostrado na Figura 2.9. A imobilizagdao pode ocorrer
por adsorc¢ao ou ligagdo da enzima em um material insolivel, pelo uso de um reagente
multifuncional através de ligacdes cruzadas, confinamento em matrizes formadas por
géis poliméricos ou encapsulacdo através de uma membrana polimérica (Haider e

Husain, 2009).
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LIétodos para [mobilizagio de Enzimas
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Figura 2.9. Métodos para Imobiliza¢do de Enzimas (Dalla-Vecchia et al, 2004).

2.6.1 — IMOBILIZACAO POR ENVOLVIMENTO NO INTERIOR DE UM
SUPORTE

Este método consiste na formacdo de uma estrutura porosa na presenca da
enzima, envolvendo-a em uma estrutura tridimensional, ou a retengdo do biocatalisador
por uma membrana porosa. Em ambos os casos, a enzima tem sua mobilidade mantida,
pois ndo sdo envolvidas ligagdes fisicas ou quimicas entre a enzima e o suporte.
Consequentemente, somente substratos de baixa massa molecular podem ser
empregados com este tipo de enzima imobilizada. Esse método inclui a encapsulagdo
em gel e em fibras e a microencapsulagao (Rosevear et al, 1987).

Na microencapsulacdo a enzima ¢ aprisionada em membranas poliméricas
semipermeaveis, com grande superficie de contato. E um sistema limitado para
substrato com baixa massa molecular, pois este precisa atravessar a membrana para ter
acesso a enzima. H4 uma grande vantagem na utilizagdo desta técnica; a enzima nao
interage quimicamente com o polimero evitando, assim, a desnaturagdo. Contudo, ha a
possibilidade de haver incorporacdo da enzima na parede da membrana (Dalla-Vecchia

et al, 2004; Mariotti, 2000).
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O método de encapsulacao em gel envolve a retengdo da enzima no interior de
uma matriz polimérica insoliivel no meio da reacdo. Estes métodos sdo baseados na
mistura da enzima com um fluido precursor do gel e subseqiliente gelificacdo por
polimerizacao ou precipitagdo, ficando a enzima distribuida no interior da matriz, a qual
¢ utilizada preferencialmente as do tipo hidrogel, que podem ser obtidas nas mais
variadas formas.

A preparagdo de enzimas imobilizadas no interior de fibras ocorre quando a
enzima ¢ envolvida nas microcavidades de fibras sintéticas. Seu uso também ¢ limitado
para substrato de baixa massa molecular (Mariotti, 2000).

Uma grande vantagem da encapsulacao de enzimas ¢ a grande area superficial de
contato entre o substrato e a enzima no interior do suporte, porém, existem algumas
desvantagens que devem ser levadas em conta, como a possivel inativacdo da enzima
durante o processo de imobilizagdo, os possiveis efeitos de inibicdo por produtos ou
substrato no interior da matriz porosa, a alta concentragdo de enzima necessaria para
garantir a encapsulacdo e ainda a restricdo de que o substrato tem que ser de baixa

massa molecular (Dalla-Vecchia et al, 2004; Mariotti, 2000).

2.6.2 - IMOBILIZACAO POR LIGACAO DA ENZIMA A UM SUPORTE

A fixacdo da enzima na superficie de um suporte pode ocorrer por interagdes
como a ligacao idnica, a ligacao covalente, a ligacdo metalica e a adsor¢ao fisica.

Os métodos de adsorcao, ligacao ionica e ligacdo metalica sdo de facil aplicacao,
no entanto, ndo sao muito usados em escala industrial, na maioria das vezes devido as
forcas de ligacdo fracas, o que permite a perda da enzima durante o processo reacional.

A adsor¢ao fisica ¢ o método mais antigo utilizado para a imobilizacdo de
enzimas. E o procedimento mais facil para se preparar um sistema imobilizado, baseado
na adsor¢do das moléculas de enzima sobre a superficie de matrizes sélidas. A técnica
consiste em colocar em contato uma solucdo aquosa de enzima e um suporte, em
determinadas condi¢des de pH, temperatura, forca ionica e agitagdo. O sucesso € a
eficiéncia da adsor¢cdo de uma enzima em um suporte dependem muito do tamanho da
proteina e da area superficial do adsorvente e, principalmente, da porosidade e tamanho

dos poros, pois a enzima ¢ adsorvida no interior dos mesmos (Dalla-Vecchia et al,

2004). A atracao da enzima pelo suporte ocorre por meio das forcas de Van der Waals,
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ligacdes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, que por serem interacdes fracas
permitem a dessor¢do da enzima durante sua utilizacdo. Isso depende muito de fatores
como pH do meio reacional, da natureza do solvente, do meio utilizado para a
imobilizacdo, da quantidade de enzima que pode ser adsorvida, depende do tempo de
imobilizacao e da temperatura. Outra desvantagem deste método ¢ que a adsor¢ao na
superficie do suporte ndo ¢ especifica, podendo incluir outras proteinas e substancias
presentes na solu¢do que irdo competir com a enzima por um espago na superficie do
suporte, o que provavelmente decrescerd o rendimento de imobilizacao.

Por outro lado, uma grande vantagem da utilizagdo deste método pode ser
apontada como a simplicidade e a manuten¢ao da conformagao da enzima e do seu sitio
ativo, que por ndo haver envolvimento de ligacdo quimica entre o suporte € a enzima,
evita distor¢des do sitio ativo da proteina, obtendo-se um sistema imobilizado com
atividade especifica semelhante a da enzima livre (Dalla-Vecchia et al, 2004).

O principio envolvido no método de imobilizagdo por ligagao i6nica baseia-se na
atracdo da enzima pelo suporte solido que contém residuos para troca i6nica. A
principal diferenca entre a adsor¢do fisica e a ligacdo i6nica € a energia envolvida entre
a enzima e o suporte, pois as ligacdes iOnicas sao mais fortes do que as forgas de Van
der Waals ou ligagdes de hidrogénio, porém mais fracas do que a ligagdo covalente
(Fernandes e Cabral, 2006).

Este método ¢ feito da mesma forma que no processo de adsorcdo fisica.
Também neste caso pode haver a liberacdo da enzima pelo suporte por variagdes de pH
e forga idnica do meio, visto que para este método ha total dependéncia destes. Dado ao
carater i0nico da ligagdo e as condigdes amenas de imobilizacdo, ocorre pouca mudanga
conformacional na enzima, o que conduz a obtencdo de derivados imobilizados com
altas atividades enzimaticas.

No método de imobilizagdo por ligacdo metélica usa-se um metal de transicao
como ativador da superficie do suporte, permitindo o acoplamento direto da enzima.
Também ¢ um método de simples preparacao e forca de ligacdo intermediaria. Mantém
a atividade da enzima, porém a estabilidade operacional obtida, quando se trabalha com
substratos de alta massa molecular, ¢ baixa, devido aos metais envolvidos (Zanin e
Moraes, 2004).

O método da ligagdo covalente baseia-se na formagao de uma ligagdo forte entre
a enzima e o suporte, como mostra a Figura 2.10. E o método mais difundido e

investigado de imobilizagdo. A sele¢do das condi¢des de reagdo ndo sdo tao brandas. A
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ligacdo enzima-suporte ¢ mais forte, de tal forma que ndo ha perda para a solugdo,
mesmo na presenca de substratos ou solucdes de alta forga idnica (Fernandes e Cabral,
2006). A ligacdo da enzima com o suporte deve envolver qualquer grupo quimico que
ndo seja essencial para a atividade catalitica, o que significa que o sitio ativo nao deve

ser afetado pela imobilizagao.
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Figura 2.10. Sistema imobilizacdo-estabilizacdo: ligacdo covalente amino (enzima)-
aldeido (suporte) (Fernandez-Lafuente et al, 1999).

A ativagdo do grupo ligante ¢ realizada no suporte a fim de reduzir o risco de
diminui¢ao da atividade catalitica da enzima.

Dentre os principais fatores considerdveis para este método de imobilizagao
estdo as reagdes de aclopamento enzima-suporte com ativacao do suporte por meios de
diazotizagdo, formagdo de ligacdo amida, alquilacdo e arilacdo, formacdo de Base de
Schiff, reacdo de amidinagdo, entre outros (Mariotti, 2000).

Como visto anteriormente, os suportes podem ser classificados em organicos e
inorganicos. Os suportes organicos dispdem de grupos funcionais capazes de promover
a ligagdo enzima-suporte, entretanto, as enzimas imobilizadas sdo mais ativas e estaveis
quando se introduz um brago espagador entre a enzima e o suporte.

Os materiais inorganicos como ceramica, vidro, silica e metais sdo os mais
utilizados. As vezes, alguns grupos funcionais devem ser modificados para produzir
intermediarios reativos e para obter preparagdes mais ativas e estaveis usa-se mais

comumente o glutaraldeido (Rodrigues et al, 2008).
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A ligacdo covalente da enzima na presenca de um inibidor competitivo ou do
substrato evita que os residuos de aminoacidos do centro ativo da enzima se movem
durante a imobiliza¢do, com conseqiiente inativa¢do da enzima. Outros métodos como a
ligacdo reversivel de um complexo enzima-inibidor ou a ligagao multipontual da enzima
ao suporte também sdao empregados para evitar este problema.

A combinacdo de métodos de imobilizagdo de enzimas como, por exemplo, a
adsorc¢ao seguida de ligagdo cruzada entre as moléculas da enzima com glutaraldeido, ¢
realizada para melhorar a estabilidade da proteina imobilizada e para obter enzimas

imobilizadas com maior atividade ( Mateo et al, 2006-b).

2.6.3 - MODIFICACOES NA ENZIMA POS-IMOBILIZACAO

Por muitos anos a modificagdo quimica de enzimas foi utilizada como uma
técnica fundamental para elucidar os residuos envolvidos na atividade catalitica. Mais
recentemente a modificacdo quimica tem sido usada também como uma ferramenta em
bioquimica aplicada, por exemplo, na estabilizacdo de enzimas pela modificagdo dos
residuos chave, pelo intercruzamento molecular, etc (Cardias, 2000). Do ponto de vista
da bioquimica aplicada, a modificacdo quimica continua sendo uma excelente forma de
abordagem para o melhoramento da engenharia de imobilizagdo e estabilizacdo de
enzimas ¢ modulagdo das suas propriedades cataliticas, sendo, ainda, uma técnica
complementar adicional para a melhoria das propriedades de enzimas geneticamente
modificadas (Cardias, 2000).

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 Cardias (2000):

e Producao de ligagdes cruzadas através de um grande niumero de grupos reativos
a diferentes distancias na superficie da enzima;

e Estabilizagdo da enzima pela restrigdo da mobilidade de sua superficie
aumentando assim sua resisténcia ao desnovelamento e dissociacdo das
subunidades;

e [Estabilizagdo da enzima pela cobertura de grupos hidrofobicos da superficie da

enzima e
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e [Estabilizagdo da enzima pela criagdo de uma barreira resistente ao ataque de

reagentes quimicos, solventes ou outros reagentes apolares.

A ligacao cruzada de subunidades e a geracdo de ambientes artificiais ao redor
da superficie da enzima sdo duas fortes caracteristicas desta abordagem. A
modificacdo das propriedades da superficie da enzima tais como mudangas nas
cargas, na hidrofobicidade e interagdes com meios diferentes podem causar

dramaticos efeitos nas propriedades da enzima (Cardias, 2000).

31



IMOBILIZACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE EM AGAROSE E QUITOSANA UTILIZANDO DIFERENTES PROTOCOLOS DE ATIVAGCAO

3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 — Suportes

Quitosana em p6 com grau de desacetilagdo de 85,2 % foi adquirida junto a
Polymar Ind Ltda, Fortaleza, Ceara; Sepharose 6B-CL (agarose 6 %) adquirida da
Amersham Pharmacia Biotech AB (Suécia), Alginato de sdédio foi adquirido
comercialmente da Vetec (Sao Paulo, Brasil) e k-carragenina da Sigma Chemical

Company (St Louis, MO).

3.1.2 - Enzima

Preparacdo comercial liquida da enzima [-galactosidase do microrganismo
Kluyveromyces fragilis (Lactozym 3000 L) doada pela Novo Nordisk, Brasil; com
concentragdo de proteina de 191,4 mg/mL de extrato e atividade hidrolitica especifica

de 19,9 Uy.npg/mg de proteina e 13,7 Ujyerose/mg de proteina.

3.1.3 — Agentes ativantes

Glutaraldeido 25% (v/v) comercializado pela Vetec — Sdo Paulo; glicidol (2,3-epoxi-1-
propanol) e epicloridrina (1-cloro-2,3-epdxido) adquiridos da Sigma-Aldrich (St Louis,

MO). Todos os outros reagentes empregados foram de grau analitico.

3.1.4 — Substratos

Para este trabalho utilizou-se solu¢des de lactose doada pela empresa de
alimentos SPF do Brasil de Descalvado-SP, obtida pela industria Milkaut
S.A.(Argentina). Foi utilizado também o substrato sintético, 0-Nitro-
fenilgalactopiranosideo (0-NPG) obtido da Sigma Chemical Company (St Louis, MO) e

kit enzimatico da Solab-SP.
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3.2 - METODOS

3.2.1 — Preparacao das particulas hibridas de quitosana e ativacido do suporte

utilizando glutaraldeido, metodologia de Budriene et al, (2005).

Este suporte foi obtido a partir de 2% (m/m) quitosana em p6 solubilizada em
acido acético 2% v/v e homogeneizada por 30 min. Entdo, 20 mL desta solugdo
solubilizada foi colocado em um reator a temperatura de 50°C e deixado estabilizar por
alguns minutos sob agitagdo mecanica e adicionou-se 30 mL de uma solugdo KOH 0,5
M mantendo a agitagdo do sistema por 30 min.

A ativagdo deste suporte foi entdo realizada adicionando glutaraldeido 0,8 % v/v
sob a solucdo de quitosana coagulada com KOH. Depois de 30 min de ativagdo a
temperatura de 50°C, as particulas foram imediatamente lavadas com excesso de agua
destilada a temperatura ambiente para remover o excesso de glutaraldeido e estocado
sob refrigeracgdo.

A mesma metodologia foi aplicada para a obtencdo do suporte utilizando
diferentes concentracdes de agentes coagulantes: 0,1 M de solugcdao de KOH, 0,5 M ¢ 0,1
M de solucao de NaOH. O procedimento foi realizado a temperatura ambiente e

também a temperatura de 50°C.

3.2.1.1 — Preparacio das particulas hibridas de quitosana

O suporte foi obtido a partir de 2% (m/m) quitosana em pod solubilizada em
acido acético 2% v/v e homogeneizada por 30 min. Entdo, 20 mL desta solugdo
solubilizada foi colocado em um reator a temperatura de 50°C e deixado estabilizar por
alguns minutos sob agitacdo mecanica adicionando-se 30 mL de uma solugao KOH 0,5
M mantendo a agita¢do do sistema por 30 min. Depois deste tempo as particulas foram
lavadas com excesso de 4gua destilada a temperatura ambiente e estocado sob
refrigeracdo.

A mesma metodologia foi aplicada para a obten¢do do suporte utilizando como

agente coagulante 0,5 M de solucdo de NaOH.
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3.2.2 - Preparacao de Epoxi-Quitosana-Alginato

10 g de quitosana foram dissolvidas em 400 mL de solugdo de 4cido acético
5,0% (v/v) sob agitacdo mecanica por 2 h. Em seguida, foram adicionados 40 mL de
metanol ¢ 4 mL de anidrido acético. Apés 1 h, foram adicionados 10 g de alginato
conforme o gel desejado e o sistema foi mantido sob agitacdo por 12 h a temperatura
ambiente. Esta solucdo foi adicionada em 3,6 L de solucdo de NaOH 100 mM para a
formagao do hidrogel e mantidos sob baixa agitagdo mecanica (50 rpm) por 12 h. O
hidrogel foi lavado exaustivamente com agua destilada, filtrado a vacuo e estocado sob
refrigeragao.

Para cada 10 g do hidrogel obtido, foram adicionados 100 mL de N-
dimetilformamida e a mistura foi mantida por 30 min a 60°C. Em seguida, foram
adicionados 0,8 g de KOH dissolvidos em 3 mL de isopropanol e, ao final, 10 mL de
epicloridrina, conforme metodologia adaptada de Fangkangwanwong et al. (2006). O
sistema foi mantido sob agitacdo a 60°C por 12 h. Apos a epoxilagdo, o gel foi lavado e

filtrado a vacuo e estocado sob refrigeragao.

3.2.3 — Preparaciao de Quitosana-Alginato

10 g de quitosana foram dissolvidas em 400 mL de solugdo de 4cido acético
5,0% (v/v) sob agitagdo mecanica por 2 h. Apds 1 h, foram adicionados 10 g de alginato
conforme o gel desejado e o sistema foi mantido sob agitagdo por 12 h a temperatura
ambiente. Esta solucdo foi adicionada em 3,6 L de solucdo de NaOH 100 mM para a
formagao do hidrogel e mantidos sob baixa agitagdo mecanica (50 rpm) por 12 h. O
hidrogel foi lavado exaustivamente com agua destilada, filtrado a vacuo e estocado sob

refrigeragao.

3.2.4 — Preparacao de Quitosana-k-Carragenina

5 g de quitosana foram dissolvidas em 400 mL de solugdo de acido acético
2,5% (v/v) sob agitacdo mecanica por 2 h. Apds 1 h, foram adicionados 5 g de k-
carragenina conforme o gel desejado e o sistema foi mantido sob agitacdo por 12 h a
temperatura ambiente. Esta solucdo foi adicionada em 3,6 L de solugdo de NaOH 100

mM para a formagao do hidrogel e mantidos sob baixa agitagdo mecanica (50 rpm) por
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12 h. O hidrogel foi lavado exaustivamente com agua destilada, filtrado a vacuo e

estocado sob refrigeragdo.

3.2.4.1 — Ativacao do suporte Quitosana-Alginato e Quitosana-k-Carragenina

utilizando Glutaraldeido

A ativagdo do hidrogel foi realizada com glutaraldeido 5 % v/v em tampao
fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0 por 1h a 25 °C (razdo Vg/Viea de 1/10). Apds a
ativacdo, as particulas foram lavadas com excesso de agua destilada para retirar o

excesso de glutaraldeido e estocado sob refrigeracao.

3.2.5 — Preparacao de gel glioxil-agarose

O suporte glioxil-agarose foi preparado por eterificagdo da agarose com glicidol
e posterior oxidagdo com periodato de sodio, de acordo com a metodologia de Guisan
(1988). A agarose comercial foi lavada com bastante agua destilada e seca a vacuo, para
a remocdo de etanol. Em seguida adicionou-se 6ml de agua destilada em 20 g de
agarose € manteve-se a suspensao sob suave agitacdo mecanica em banho de gelo. Em
seguida, 9,52 mL de uma solu¢do NaOH 1,7 N previamente a frio contendo 0,2714 g de
borohidreto de soédio, em banho de gelo para evitar perda do agente redutor por
liberagdo de hidrogénio, foi adicionado a suspensao de agarose sob agitagdo no banho
de gelo. Gotejou-se lentamente 6,86 mL de glicidol e manteve-se a suspensao sob suave
agitacdo em recipiente aberto por 12 a 15 h. O suporte eterificado (gliceril-agarose) foi
lavado com agua destilada até pH neutro, seco a vacuo, e suspenso novamente em agua
destilada na razao Vuporie/ Vsuspensio igual a 1/10. Para 20 g de suporte foram adicionados
0,7704 g de periodato de s6dio. Apos 2 h de suave agitacdo a temperatura ambiente, o
suporte glioxil-agarose foi finalmente lavado com 4gua destilada, seco a vacuo e
estocado a 4°C.

A quantificagdo de grupos aldeidos presentes na superficie do gel de agarose
ativado foi determinada pela concentracdo de periodato de s6dio ndo consumido na
reacdo de oxidag¢do dos grupos gliceril, segundo adaptagdo da metodologia de Pereira
(1996), descrita a seguir.

O periodato (I04) ndo consumido na rea¢do de oxidacdo dos grupos gliceril

(alcoois) reage com o iodeto (I') em excesso, gerando iodo na forma do ion (I5"), o qual
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¢ quantificado por colorimetria. E necessario iodeto em excesso para gerar o ion tri-

iodeto, pois o0 iodo na forma I, ¢ muito volatil.

104 + 5T + 6H;0" < 313 + 12H,0

Em solucdo 4cida ha perda de iodo, por volatilizagdo, devido a oxidagdo de
iodeto por oxigénio atmosférico. Assim, a quantificacdo de periodato de sédio ndo
consumido foi realizada em meio contendo bicarbonato de sodio, pois a oxidagdo
atmosférica de iodeto ¢ desprezivel em solucdo neutra (Vogel, 1981).

Em uma cubeta de vidro contendo 3mL de uma solugdo 1:1 (v/v) de iodeto de
potéassio saturada e bicarbonato de sdédio saturado foram adicionados 100uL de uma
solugdo aquosa de periodato, preparada nas mesmas condi¢des da suspensdo do gel de
gliceril-agarose. Em um espectrofotometro fez-se uma varredura de comprimentos de
onda, escolhendo-se aquela que fornecesse uma absorbancia mais ou menos entre 0,7 e
0,8. Uma amostra de 100 pL do sobrenadante final da oxidacdo foi posteriormente
adicionada a 3mL da solucdo 1:1 descrita acima, correspondendo o decréscimo na
absorbancia a porcentagem de grupos aldeidos formados.

A absorbancia inicial medida da solugdo aquosa de periodato, preparada nas
mesmas condi¢des de suspensdo de oxidagdo do gel gliceril-agarose, correspondia a
100% do periodato ndo consumido. Apods 2 h de reagdo, a absorbancia do sobrenadante
final da oxidacdo, nas condi¢des descritas acima, media entre 0,1 ¢ 0,2 (em média 75 %
de periodato consumido). Portanto, como a reacao de oxidagdo de grupos gliceril
(4lcoois) a aldeidos ¢ equimolar, o total de periodato consumido ¢ igual ao total de

grupos aldeidos formados no suporte.

As etapas reacionais deste gel estao descritas abaixo:

/O\ NaOH +
NaBH
1) agarose-OH + CH,- CH-CH,OH = » agarose-O-CH,-CHOH-CH,-OH
Glicidol Agarose-gliceril
NaIO4

2) agarose-glicerii —— agarose-O-CH,-CHO

Agarose-glioxil
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3.2.6 — Preparacio do gel MANAE

O suporte glioxil-agarose ¢ aminado com etilenodiamina, de acordo com a
metodologia de Fernandez-Lafuente et al, (1993). Para cada grama de suporte
adicionou-se 4mL de uma solucdo de etilenodiamina 2 M, pH 10 (preparado
previamente a frio) e apos agitacdo suave por 2 h a temperatura ambiente, adicionou-se
0,0571 g de borohidreto de sodio e agitou-se por mais 2 h. O suporte amino-agarose foi
entdo lavado com solugdo tampao acetato de sodio 100 mM, pH 4, para a remog¢ao do
borohidreto residual, e tampao borato de sédio 100 mM, pH 9, para desprotonar os
grupos aminos, € agua destilada em abundancia.

As etapas reacionais deste gel estdo descritas abaixo:

1°)
agarose-O-CH,-CHO + NH,-CH,-CH,-NH, — agarose-O-CH,-CH=N-(CH,),-NH,
Agarose-glioxil Etilenodiamina Agarose-amino
2°)
NaBH4
agarose-O-CH,-CH=N-(CH,),-NH, — > agarose-O-CH,-CH,-NH-(CH,),-NH,
Agarose-amino MANAE (mono-amino-n-aminoetil)

3.2.6.1 — Preparacao do gel MANAE-glutaraldeido

O suporte MANAE ¢ ativado com glutaraldeido, de acordo com a metodologia
de Pessela et al, (2007). Foi adicionado ao gel MANAE obtido, uma solugdo de 5% de
glutaraldeido, mantido sob agitagdo a temperatura ambiente por 18 h. Ao final deste
tempo, o gel foi lavado com agua em abundancia para a remog¢do do glutaraldeido

residual e estocado sob refrigeragao.

3.2.7 — Determinacio de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford (1976).

Albumina bovina cristalina (BSA) foi usada como padrao para construir a curva de

calibragdo na faixa de 0 a 0,6 mg/mL.
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3.2.8 — Ensaios de atividade enzimatica

As atividades enzimaticas foram determinadas espectrofotometricamente,
medindo-se o aumento de absorbancia devido a forma¢ao do produto de hidrélise dos
substratos. Os ensaios foram realizados em cubeta de vidro (regido visivel) ou de
quartzo (regido UV) de 1 cm de caminho Optico em espectrofotometro Ultrospec 2000
(Amersham Pharmacia Biotech, EUA) adaptado com agitagdo magnética e circulagio

de 4gua para possivel termostatizagdo do sistema.

3.2.8.1 — Determinacio da atividade hidrolitica da -galactosidase em Lactose

A atividade da B-galactosidase foi determinada pela hidrolise da lactose. Na
hidrélise da lactose a reacdo foi conduzida em um reator de 50 mL contendo 5 mL de
solugdo de lactose 5% (m/v) em tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 contendo
0,1 mM de MnCl; e 2mM de MgCl, e 10 pL de amostra previamente diluida, enzima
livre a 37°C (Torres et al, 2006). A reagdo foi mantida a 37°C por 40 min sob agitacao.
Amostras foram retiradas a cada 5 min e a reacdo foi interrompida pela adi¢do de uma
solucao de 0,1 M de NaOH. Glicose produzida foi quantificada pelo método GOD-PAP
(Trinder, 1969). Uma unidade de lactase foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 pmol de glicose por min nas condig¢des descritas acima. A atividade

foi calculada de acordo com a equagdo abaixo:

At (U/mL) = tg X Vieator

Venzima

Equacao 3.1 — At = Atividade hidrolitica da Lactose; tg = tangente de curva de
hidrolise; Vieator = volume total do reator em mL; Venzima = volume de enzima em mL

3.2.8.1.1 — Determinacio da atividade hidrolitica da B-galactosidase em Lactose na

presenca do inibidor
A atividade da B-galactosidase foi determinada pela hidrdlise da lactose na

presenca de galactose. Na hidrolise da lactose a reagdo foi conduzida em um reator de

50 mL contendo 5 mL de solug¢do de lactose 5% (m/v) em tampao fosfato de potéssio
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100 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2mM de MgCl,, concentragdes de 1,0;
1,5 e 5,0g/L de galactose, e 10 pL de amostra previamente diluida, enzima livre a 37°C
(Torres et al, 2006), ou 0,1 g do derivado imobilizado. A reagdo foi mantida a 37°C por
40 min sob agitacdo, amostras foram retiradas a cada 5 min. e a reacdo foi interrompida
pela adi¢ao de uma solucao de 0,1 M de NaOH. Glicose produzida foi quantificada pelo
método GOD-PAP. A atividade foi calculada de acordo com a equagdo 3.1 para a

enzima solivel e equagdo 3.2 para a enzima imobilizada.

3.2.8.2 — Determinacido da atividade hidrolitica em Lactose da P-galactosidase

imobilizada

A atividade da [-galactosidase imobilizada foi determinada pelo método de
hidrélise conforme metodologia adaptada de Torres et al, (2006). Uma massa de 0,1 g
do derivado imobilizado foi colocado em um reator a 37°C, contendo 5 mL de solucao
de lactose 5% (m/v) em tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 suplementado com
0,1 mM de MnCl, e 2mM de MgCl, mantido sob agitagdao. Durantes tempos pré-
determinados, uma aliquota de 10 pL dessa solugdo foi retirada com um filtro e a
quantidade do produto formado (glicose) foi determinada pelo método GOD-PAP com
leitura a 505 nm em cubeta de vidro utilizando a curva de calibragdo determinada pelo

kit enzimatico. A atividade pode ser calculada de acordo com a equagdo abaixo:

At (U/mL) = t2 X Vyeator

Menzima

Equacio 3.2 — At = Atividade hidrolitica da Lactose com enzima imobilizada;
tg = tangente de curva de hidrolise; Viexor = volume total do reator em L; Mepsima =
massa de gel em gramas

3.2.8.3 — Determinacdo da atividade hidrolitica da p-galactosidase em 0-Nitro-

fenilgalactopiranosideo (0-NPG)

Uma amostra da solu¢ao enzimatica foi adicionada a uma cubeta com 2 mL de
solucdo de 0-NPG 13 mM em tampao fosfato de sédio 50 mM a pH 7,0 e temperatura
ambiente, contendo 2 mM de MgCl,., A atividade foi determinada

espectrofotometricamente a 405 nm e acompanhado de modo a se determinar a tangente
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da regido linear. O coeficiente molar de extingdo do produto O-nitrofenol (0-NP)
utilizado foi de 3100 M'ecm™ (Pessela et al, 2007). Uma unidade de B-galactosidase
com este substrato foi definida como a quantidade de enzima capaz de liberar 1 umol de
0-NP por minuto sob as condigdes descritas. A atividade pode ser calculada de acordo

com a equacgao abaixo:

At (U/mL) = tg X Vieator
3,1 X Venzima

Equacao 3.3 — At = Atividade hidrolitica do 0-NPG; tg = tangente de curva de
hidrolise; Vieator = volume total do reator em mL; Venzima = volume de enzima em mL

3.2.8.4 — Determinacio da atividade hidrolitica em 0-Nitro-fenilgalactopiranosideo

(0-NPG) da pB-galactosidase imobilizada

Para a hidrélise do 0-NPG com [-galactosidase imobilizada utilizou-se
metodologia descrita por Pessela et al, (2007). Uma amostra de 10uL de suspensio
enzimatica contendo 0,1 g de gel com 0,4 mL de tampao de imobilizacdo ou uma
amostra variando de 0,1 a 0,005 g do derivado foi adicionada a uma cubeta de vidro
com 2 mL de solu¢ao 13 mM do substrato em tampao fosfato de sédio 50 mM a pH 7,0
contendo 2 mM de MgCl, a temperatura ambiente e agitacdo magnética. A atividade foi
determinada espectrofotometricamente a 405 nm e acompanhado de modo a se
determinar a tangente da regido linear. O coeficiente molar de extingdo do produto o-
nitrofenol (0-NP) utilizado foi de 3100 M'em™ (Pessela et al, 2007). A atividade pode

ser calculada de acordo com a equagdo abaixo:

At (U/mL) = tg x Vieuar
3,1 X Menzima

Equacio 3.4 — At = Atividade hidrolitica do 0-NPG com enzima imobilizada; tg =
tangente de curva de hidrolise; Vieuor = volume total do reator em mL; Mepima = massa
de gel em gramas
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3.2.9 — Estabilidades, Efeito de inibicao e Velocidade de hidrdlise

3.2.9.1 — Estabilidade Térmica

O efeito da temperatura sobre a estabilidade da lactase soluvel e imobilizada foi
determinado por meio da incubacdo de 0,2 mg de proteina da enzima livre e 0,05 g do
derivado em tampao fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 contendo 0,ImM de MnCl, e 2
mM de MgCl, nas temperaturas de 10, 20, 40 e 55°C. Em intervalos definidos, as
amostras foram retiradas e imediatamente resfriadas em banho de gelo para interromper
a reacao de inativacao ¢ as atividades residuais foram determinadas através da hidrolise

do 0-NPG como descrito no item 3.2.8.3 ¢ 3.2.8.4.

3.2.9.2 - Estabilidade Operacional

A viabilidade da reutilizagdo de [-galactosidase imobilizada foi analisada
durante uma seqiiéncia de trés bateladas. Utilizou-se 5 U de enzima/g de lactose, ou
seja, 1,83 g do derivado de quitosana ativado por glutaraldeido com um carregamento
de 1 mg de proteina/g de gel. As hidrolises foram realizadas em 100 mL de uma solugao
5 % (m/v) de lactose em tampao fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM
MnCl, e 2 mM MgCl, sob agitacdo constante a temperatura de 40°C por um periodo de
20 min. Durantes tempos pré-determinados, uma aliquota de 10 pL dessa solucdo foi
retirada com um filtro e a quantidade do produto formado foi determinada pelo método
GOD-PAP. A atividade foi calculada de acordo com a equacdo 3.2. A solucdo entdo foi

filtrada, o gel foi lavado, seco e pesado para ser reutilizado novamente.
3.2.9.3 — Efeito de inibicao

Verificou-se a influéncia da galactose, produto da reagdo e inibidor da enzima,
sobre a atividade da [B-galactosidase solivel e imobilizada empregando a reagdo de

hidrdlise da lactose, conforme metodologia descrita no item 3.2.8.1 e 3.2.8.2. Foram

utilizadas concentracdes de 1,0; 1,5 e 5,0 g/L de galactose.
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3.2.9.4 — Conversao de lactose

Verificou-se a influéncia da imobilizagdo da enzima sobre a conversdo da
lactose em galactose e glicose utilizando B-galactosidase soluvel e imobilizada na
reacdo de hidrolise, conforme metodologia descrita no item 3.2.8.1 e 3.2.8.2. Foi
utilizado 2 e 50 U de enzima/g de lactose para a enzima solivel e imobilizada. As
reagdes ocorreram paralelamente a 40°C por um longo tempo, amostras foram retiradas
em espaco de tempo determinado e a glicose produzida foi determinada pelo método

GOD-PAP.

3.2.10 — Caracterizacdo da temperatura 6tima da p-galactosidase

Verificou-se a influéncia da temperatura sobre a atividade da p-galactosidase
soluvel e imobilizada empregando a reagdo de hidrolise da lactose, conforme

metodologia descrita no item 3.2.8.1 e 3.2.8.2, na faixa de temperatura entre 25 e 55 °C.

3.2.11 — Caracterizacio do pH 6timo da p-galactosidase

A influéncia do pH foi avaliada empregando a reacdo de hidrolise da lactose a
37 °C, na faixa de pH entre 5,5 € 9,0 para a enzima solivel e imobilizada. Foi utilizado
tampao fosfato de potassio 100 mM suplementado com 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,

nas faixas estudadas.

3.2.12 - Procedimento de Imobilizacdo em Glioxil-agarose 6%

A imobiliza¢do da B-galactosidase em glioxil-agarose foi realizada no tampao
fosfato de potassio 50 mM e 100 mM; pH 7,0 e 10,05; durante 24h a 25°C; a
concentragdo de proteina foi de 5 mg de proteina/ g de gel. Uma aliquota de 0,2 mL do
meio reacional contendo tampdo de imobilizacdo e enzima foi retirada e juntamente
com 0,1 g do gel sem ativagao foi utilizada para a medida do branco sobre a hidrélise do
0-NPG. A suspensdo contendo solugdo enzimadtica e suporte foi mantida sob suave
agitacdo com o auxilio de um shaker na temperatura estudada pelo periodo de tempo
estudado. Apds a imobilizagdo, foi quantificada no sobrenadante a atividade hidrolitica

residual. O gel foi lavado exaustivamente com agua bidestilada e estocados a 4°C.
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3.2.13 - Procedimento de Imobilizacio em MANAE-glutaraldeido

A imobilizagdo da B-galactosidase foi realizada em tampao fosfato de potéssio
20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2 mM de MgCl, empregando somente o
carregamento de 5 mg de proteina/g de suporte. Uma aliquota de 0,2 mL do meio
reacional contendo tampao de imobiliza¢do e enzima foi retirada e juntamente com 0,1
g do gel sem ativacao foi utilizada para a medida do branco sobre a hidrélise do 0-NPG.
A suspensao contendo solu¢do enzimatica e suporte foi mantida sob suave agitacdo com
o auxilio de um shaker a 25°C por um periodo de 24 h. Apdés a imobilizacdo, foi
quantificada no sobrenadante a atividade hidrolitica residual. O gel foi lavado

exaustivamente com agua bidestilada e estocados a 4°C.

3.2.14 - Procedimento de Imobilizacio em MANAE seguida da reticulagio com

glutaraldeido ou com o polialdeido dextrana

Esta imobilizagdo segue a mesma metodologia descrita no item 3.2.13, porém o
gel foi filtrado para a remocdo de enzima residual e foi quantificada a atividade
hidrolitica aparente do derivado conforme metodologia descrita no item 3.2.8.4. Em
seguida, o gel foi suspenso novamente no tampao de imobilizagdo na razdo de 10:1 e foi
adicionado o glutaraldeido variando as concentracdes de 0,03 a 0,5%, ou o polialdeido
dextrana variando as concentracdes de 0,05 a 0,1%. A suspensdo foi deixada reagindo
por lh sob suave agitagdo e temperatura ambiente, em seguida o derivado foi lavado
com tampao de imobilizacdo para remog¢do do glutaraldeido residual e a atividade
hidrolitica do gel foi quantificada novamente. Ao final da imobilizagdo, testes com e
sem borohidreto de sodio foram realizados; nos testes com borohidreto foram
adicionados a suspensdo 1 mg.mL™" de borohidreto de sodio para a redugio das bases de
Schiff para a formagdo de aminas secundarias estaveis. O derivado foi mantido por 30

min e lavado exaustivamente com dgua bidestilada e estocados a 4°C.
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3.2.14.1 - Procedimento de Imobilizacio em MANAE seguida da reticulacio com

glutaraldeido contendo galactose (inibidor) no meio reacional

A imobilizacdo da B-galactosidase foi realizada de acordo com o procedimento
descrito no item 3.2.13, porém o gel foi filtrado para a remog¢ao de enzima residual e foi
quantificada a atividade hidrolitica aparente do derivado conforme metodologia descrita
no item 3.2.8.4. Em seguida, o gel foi suspenso novamente no tampao de imobiliza¢ao
na razdo de 10:1 e foi adicionado 0,03 M de galactose, de acordo com a metodologia de
Torres et al, (2006). A suspensdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente
durante 30 min seguida pela adicdo de 0,15% de glutaraldeido. A reticulagdo foi
acompanhada pela medida de atividade do derivado a cada 10 min a fim de determinar o
tempo maximo de rea¢cdo onde ndo ocorre perda da atividade enzimatica, que pode ser
ocasionada pela distor¢do da enzima através do aumento do tempo reacional, pois a alta
reatividade do glutaraldeido o torna nocivo a enzima apds algum tempo de reagdo. Para
proteger o centro ativo da enzima e evitar a distor¢do da mesma durante a reticulacao,
adicionou-se a galactose, o inibidor da enzima, para que esta ocupe o centro ativo da
proteina impedindo sua distor¢do pela acdo do glutaraldeido. A suspensdo foi deixada
reagindo sob suave agitagdo e temperatura ambiente, apdés 20 min foi lavada com
tampao de imobilizacdo para remog¢do do glutaraldeido residual e a atividade hidrolitica

do gel foi quantificada novamente.

3.2.15 - Procedimento de Imobilizacdo da p-galactosidase em Quitosana-

glutaraldeido

A imobilizagdo da [-galactosidase no suporte foi realizada na presenca de
tampao fosfato de potdssio 20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2 mM de
MgCl, empregando diferentes carregamentos de proteina (1,5, 10, 25, 40, 50, 100, 200,
250 ¢ 340 mg.g™' de gel). Uma aliquota de 0,2 mL do meio reacional contendo tampio
de imobilizagdo e enzima foi retirada para a quantificacdo de proteina e atividade
hidrolitica usando 0-NPG como substrato. A suspensao contendo solugdo enzimatica e
suporte foi mantido sob suave agitagdo com o auxilio de um shaker a 25°C. Apos a
imobilizacdo, foi quantificada no sobrenadante a concentracio de proteina e a atividade
hidrolitica residual. O gel foi lavado com agua bidestilada em abundancia para a

remo¢ao de enzima residual e em seguida foi quantificada a atividade hidrolitica
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aparente do derivado conforme metodologia descrita no item 3.2.8.4. Ao final da
imobilizacao, também foram realizados testes com e sem borohidreto de so6dio. Nos
testes com borohidreto, 0 mesmo procedimento relatado no item 3.2.14 foi realizado.
Para os outros géis de quitosana: epoxi-quitosana-alginato, quitosana-alginato-
glutaraldeido e quitosana-k-carragenina-glutaraldeido seguiu-se o procedimento acima,

no entanto, nao foi realizado ensaios de carga maxima.

3.2.15.1 - Procedimento de Imobilizacido da pB-galactosidase em Quitosana seguida

da reticulacdo com glutaraldeido

A imobilizagdo da [-galactosidase no suporte foi realizada na presenca de
tampao fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM de MnCl, e 2 mM de
MgCl, empregando um carregamentos de proteina de 5 mg.g™' de gel. Uma aliquota de
0,2 mL do meio reacional contendo tampao de imobilizacdo e enzima foi retirada para a
quantificacdo de proteina e atividade hidrolitica usando 0-NPG como substrato. A
suspensao contendo solugdo enzimatica e suporte foi mantido sob suave agitacdo com o
auxilio de um shaker a 25°C por um periodo de 24 h. Apos a imobilizacdo, foi
quantificada no sobrenadante a concentracdo de proteina e a atividade hidrolitica
residual. O gel foi filtrado para remog¢do de enzima residual e suspenso novamente no
tampao de imobilizagcdo na razdo de 10:1, foi adicionado 0,15 % de glutaraldeido. A
suspensdo foi deixada reagindo por lh sob suave agitagdo e temperatura ambiente, em
seguida foi lavada com tampao de imobilizagdo para remog¢do do glutaraldeido residual
e a atividade hidrolitica do gel foi quantificada novamente conforme metodologia

descrita no item 3.2.8.4.

3.2.16 - Procedimento de Imobilizacao por Encapsulacio e conseqiiente reticulacio

com agentes bifuncionais

Preparou-se uma solucdo de 1 % m/v de quitosana em éacido acético 1 % v/v. A
esta solucao foi adicionada a enzima, de modo a se obter uma concentracao de 1 mg de
proteina por mililitro de solu¢do de quitosana. O pH da solugdo foi corrigido para 6,5
para que ndo houvesse desnatura¢do enzimatica. A solu¢do foi homogeneizada e
adicionada lentamente em 200 mL de tampao tris/HCI 0,1 M, pH 8,0, acompanhando o

pH em banho de gelo por 30 minutos e depois adicionado glutaraldeido lentamente, de
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modo a atingir uma concentracdo de 0,1 % v/v. Depois disto, a suspensdo foi mantida
sob agitacdo suave por 2 horas a temperatura ambiente.

O gel ja contendo a enzima imobilizada foi filtrado e lavado com agua destilada
e tampao fosfato de sodio 0,1 M pH 7,0.

Seguindo o procedimento acima utilizou-se também agarose, agar-agar e

gelatina, solubilizados em 4gua destilada.

3.2.17 - Preparaciao dos polialdeidos pela oxida¢ao da dextrana

1,25 g de dextrana (PM 40000) foi dissolvido em 37,5 mL de agua Milli-Q (3,33
mM de dextrana contém 184,8 mM de glicose) e adicionado 3 g de periodato de sodio
(Cardias, 2000). Esta quantidade corresponde a dois moles de periodato por molécula de
glicose. A mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente por 3 h.
Posteriormente, a solugdo foi dializada em 5 mL de 4gua Milli-Q a temperatura
ambiente mudando-se a agua 5 vezes durante o processo a cada 3 h em camara fria a
4°C. A solugdo de polialdeido foi usada no mesmo dia ou entdo guardada em
congelador. O esquema representativo de obtencao do polialdeido a partir de dextrana ¢
mostrado na Figura 3.1.

Para se obter um polialdeido dextrana menos reativo, utilizou-se 0,1 g de

periodato de sodio.
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Figura 3.2. Preparacdo dos polialdeidos pela oxidac¢do de dextranas (Cardias, 2000).

3.2.18 - Calculo dos Parametros de Imobilizacao
3.2.18.1 — Calculo da Atividade Recuperada

O célculo da atividade recuperada foi determinado pela relagdo entre a atividade
hidrolitica aparente do derivado e o produto da atividade inicial oferecida com a

concentragdo de enzima imobilizada, conforme mostrada na equacao 3.6.

Ugel
AR (%):U—.loo

0

Equacdo 3.6 - AR = atividade recuperada (%); Uge € a atividade hidrolitica aparente
do derivado (U.g" de suporte); U, é a atividade oferecida no inicio da imobiliza¢io
(U.mg"' de proteina).
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3.2.18.2 - Concentracio de Proteina Imobilizada

A concentragdo de proteina imobilizada foi estimada com base na concentracao
de proteina oferecida e a concentracdo de proteina presente no meio reacional apos o

processo de imobilizagdo, como mostrada na equacao 3.7.

f

PO
Pl (%):T

0

.100

Equacao 3.7 — PI = Porcentagem de proteina imobilizada (%); Py = concentragdes de
proteinas no tempo inicial e Py = concentragdes de proteinas no tempo final no
sobrenadante (mg.mL™).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacio de p-galactosidase soluvel

4.1.1 Influéncia do Tampao sobre a atividade hidrolitica de -galactosidase.

Foi verificada a influéncia do tipo de tampao empregado sobre a atividade
hidrolitica de P-galactosidase. E sabido que o tipo de tamp3o ¢ um importante
pardmetro para a quantificacdo da atividade hidrolitica de enzimas, pois eles podem
atuar como co-fatores ou inibidores das enzimas. Nas Tabelas 4.1 e 4.2 estdo
apresentados os resultados obtidos com a utilizacdo de tampao fosfato de sodio, de
potassio e tampao Novo, bem como a influéncia de ions sobre a atividade hidrolitica da
enzima empregando como substratos lactose (substrato natural) e 0-NPG (substrato

sintético), respectivamente.

Tabela 4.1. Influéncia do tipo de tampao e de ions sobre a atividade enzimatica de -

galactosidase na hidrolise da lactose a pH 7,0 e 37°C.

) . Concentracao . Atividade Athld.a de
Ensaios Tampao < Ions Relativa
do Tampio (U/mL) (%)
(1]
1 Fost:atp de 100 mM i 565 8.3
Saodio
) Fosfa}to'de 100 mM i 3720 54.8
Potassio
2 mM MgCl,
3 Fogfa;f de 100 mM +0,1 mM 1220 18,0
odio MnC12
2 mM MgCl,
4 Flfzfzzzige 100 mM 40,1 mM 6790 100
Ml’lC12
Fosfato de 100 mM 0,1 mM
> Potassio MnCl, 4400 64.8
6 Novo * - 4690 69,0

* 2,7 mM citrato de sodio; 7,91 mM 4acido citrico; 2,99 mM fosfato de potassio dibasico; 10,84

mM fosfato de potassio; 19,43 mM hidroxido de potassio; 4,08 mM cloreto de magnésio; 5,1

mM cloreto de calcio e 3,33 mM carbonato de sodio.

De acordo com os resultados apresentados, o efeito do potéssio ¢ extremamente

importante para a atividade hidrolitica da enzima, assim como os ions manganés e

magnésio (Mahoney et al, 1977).
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A atividade hidrolitica da enzima no tampao fosfato de sédio (ensaio 1) foi de
565 U/mL e em tampao fosfato de potassio (ensaio 2) este valor foi 6 vezes superior
(3720 U/mL). Nota-se uma influéncia negativa dos ions sédio sobre a atividade
hidrolitica da enzima. A adi¢do de ions bivalentes resultou em um incremento bastante
significativo sobre a atividade enzimatica. Mantendo-se o tampao fosfato de potéassio
100 mM com a adigdo de Mn*" e Mg®" a pH 7,0 obteve-se o maior valor de atividade
hidrolitica da enzima, 6790 U/mL (ensaio 4), comprovando os resultados referentes a
influéncia do tampao e da suplementagdo de ions também relatados na literatura por
Torres et al, 2006 e Santos et al, 1998.

O tampao Novo resultou em um valor de atividade hidrolitica relativamente alto,
4690 U/mL (ensaio 6), porém, ndo o bastante quando comparado com o resultado
obtido no ensaio 4, como comprovado também por Santos et al, 1998. Este tampao
Novo ¢ um tampao fosfato-citrato contendo célcio e magnésio; que mostra uma
composic¢do de sais similar a composi¢do do leite (Santos et al, 1998 e Ladero et al,
2002).

Na hidroélise do 0-NPG, o efeito do sodio sobre a atividade hidrolitica da enzima

foi favoravel se comparado com o potassio, como mostra a Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Influéncia do tipo de tampao e de ions sobre a atividade enzimatica de [3-

galactosidase na hidrolise do substrato sintético 0-NPG, a pH 7,0 e 25°C.

. ~ Concentracio do . Atividade Athld.a de
Ensaios | Tampao N Ions Relativa
Tampao (U/mL) o
(%)
1 Fosfato de 50 mM 2 mM MgCl, 4460 100
Sadio
, | Fosfatode 50 mM 0, MM MnCl, | 3630 81,3
Sodio
3 | Fosfatode 100 mM 2mMMgCl, | 3800 85,1
Sodio
4 | Fosfatode 100 mM 0,] MM MnCl, | 3470 77,6
Sodio
5 | Fosfatode 50 mM 2mMMgCl | 4380 98,1
Potassio
6 | Fosfatode 50 mM 0,1 mM MnCl, | 2270 50,9
Potassio
7 Novo * _ 2890 64,8

* 2,7 mM citrato de s6dio; 7,91 mM 4cido citrico; 2,99 mM fosfato de potassio dibasico; 10,84
mM fosfato de potassio; 19,43 mM hidréxido de potassio; 4,08 mM cloreto de magnésio; 5,1

mM cloreto de calcio e 3,33 mM carbonato de sodio.
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A influéncia do tipo de tampao e de ions bivalentes sobre a atividade enzimatica
ndo foi tdo significativa se comparada com a lactose. Estes resultados mostram que as
condi¢des verificadas foram menos drasticas na hidrolise do substrato sintético,
mostrando que a hidrodlise do substrato natural ¢ fortemente afetada pelo tipo de tampao
e adi¢do de ions.

No tampao fosfato de sodio variando a concentragdo de 50 para 100 mM na
presenca de ions manganés (ensaios 2 e 4) ndo foi observado variacdo significativa
sobre a atividade enzimatica, com atividade hidrolitica da ordem de 3630 ¢ 3470 U/mL,
respectivamente. Na presenca de ions magnésio observa-se um aumento quando
comparado com o manganés na mesma forga idnica (ensaios 1 e 2; 3 e 4). Porém, nota-
se que uma forgca idnica menor tem certa influéncia sobre a atividade hidrolitica da
enzima, para 100 mM (ensaio 3) a atividade relativa ¢ de 85,1%, enquanto que para 50
mM (ensaio 1) foi encontrado o maior valor de atividade relativa, 100%; conforme
descrito por Pessela et al. (2007). Por isso este tampao foi adotado para a medida de
atividade de todos os ensaios realizados neste trabalho empregando 0-NPG como
substrato.

No tampao fosfato de potassio, a presenca do ion magnésio também promove
um aumento significativo quando comparado com o manganés, ensaio 5 e 6,
respectivamente; o0 mesmo notado para o sédio.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que qualquer variagdo de
tampdo fosfato de potassio e sodio contendo Mg*" ndo foi significativa.

O tampao Novo (ensaio 7) resultou em um valor de atividade hidrolitica baixo,
ocasionando impacto sobre os resultados obtidos, pois a atividade relativa foi

praticamente a metade da melhor atividade encontrada.

4.1.2. Influéncia da Temperatura sobre a atividade hidrolitica de p-galactosidase

solavel.

O efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica da B-galactosidase solavel
pode ser observado na Figura 4.1. Sabe-se que com o aumento da temperatura, a
velocidade de reagdo também aumenta. Contudo, devido a fragil estrutura das enzimas,
ela pode sofrer alteracdo com o aumento da temperatura, perdendo a sua atividade

catalitica. Para verificar a influéncia da temperatura sobre a atividade catalitica da 3-
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galactosidase, a hidrolise foi realizada no intervalo de 25 a 55°C. Observa-se que a
méaxima atividade da enzima solivel foi obtida a 45°C, confirmando resultados ja
reportados por Uwajima et al, 1972. Apds esta temperatura foi verificada uma queda

acentuada da atividade enzimatica chegando quase a total inativagao.

1.0

0.8 1

- /
ol

T ' T T T T T 1
25 3 3B 40 45 50 55

Atividade Relativa

Temperatura (°C)

Figura 4.1. Influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica de B-galactosidase
solivel na hidrélise de lactose em tampao fosfato de potdssio pH 7,0 100 mM
suplementado com 2 mM MgCl, e 0,1 mM MnCl,.

4.1.3. Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica de -galactosidase.

O pH ¢ um dos mais importantes parametros da atividade enzimatica, pois a
concentragdo de hidrogénio no meio pode afetar a estrutura quaternaria da enzima e o
grau de ionizacdo de substratos, produtos e de residuos que fazem parte do sitio ativo.

A Figura 4.2 mostra o efeito do pH na atividade hidrolitica da enzima solavel. A
faixa de pH de méxima atividade da enzima solavel esta entre 6,5 e 7,0; com 0 maximo
valor obtido em pH 7,0, o que estd de acordo com valores relatados na literatura para

esta enzima (Ladero et al, 2002).
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Figura 4.2. Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica de [B-galactosidase na
hidrélise da lactose a temperatura de 37°C.

4.1.4. Influéncia do produto galactose na atividade hidrolitica de p-galactosidase

De acordo com a literatura, a -galactosidase ¢ uma enzima que sofre inibi¢ao
pela galactose, produto de hidrélise da lactose (Ladero et al, 2002). Ensaios de atividade
catalitica da enzima foram realizados em diferentes concentragdes de inibidor com o
objetivo de verificar o efeito da galactose sobre a atividade da enzima, como mostra a

Figura 4.3.

1,0 1

S

0,6 -

0,4

Atividade Relativa

0,2

0,0 T T T T T T T T
1 2 3 4 5

Concentracdo de galactose (g.L'l)

Figura 4.3. Influéncia da concentracdo de galactose na atividade hidrolitica da enzima.
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A atividade da enzima soluvel foi fortemente influenciada pela concentragao do
inibidor; visto que, a enzima livre estd totalmente susceptivel a influéncia de qualquer
substancia presente no meio por possuir maior mobilidade no meio reacional.

A partir de 1,5 g.L”, a redugiio de atividade hidrolitica da enzima foi de 16% da
atividade inicial. Para a concentragao de 5,0 g.L'1 esta reducao foi ainda mais acentuada,

em torno de 35%.

4.1.5. Estabilidade alcalina de pB-galactosidase na presenca e auséncia do produto

inibidor galactose

Com o objetivo de retardar e diminuir a inativagdo da enzima causada pela
variagdo de seu pH otimo para o pH alcalino, foram feitos ensaios de atividade
hidrolitica da enzima soluvel em pH 10,0 na auséncia e na presenca do inibidor
galactose, utilizado para proteger a enzima, na concentracao de 1,5 g/L, concentragao
onde j4 existe inibi¢do.

A presenca de galactose ndo ocasionou melhora significativa nos resultados,
visto que, a inativagdo total da enzima ocorre em apenas 1 hora de incubagdo para

ambos 0s ensaios.

4.2. Imobilizacio de B-galactosidase em géis de agarose

4.2.1. Imobilizacdo da B-galactosidase em gel glioxil-agarose 6% variando as

condigoes de reacao

A imobilizacdo de B-galactosidase foi realizada de acordo com o método
desenvolvido por Guisan (1988) que consiste na imobilizacdo de enzimas em suportes
previamente ativados, com grupos glioxil, em pH 10,05 e temperatura ambiente de
25°C. O gel glioxil empregado contem 75 umoles de grupos aldeidos/mL de gel.

Utilizando tampao fosfato de potdssio com suplementos que estabilizam a
enzima, ¢ mesmo na presenga do inibidor, ndo foi possivel obter rendimento de
imobilizacdo e como conseqiiéncia o derivado de imobilizagdo ndo teve atividade, pois
o pH o6timo de imobilizagdo em gel glioxil 10,05 ndo ¢ o mesmo da enzima, a

estabilidade da enzima em meio alcalino ¢ muito baixa.
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Pode-se concluir que esta técnica ndo ¢ vidvel para imobilizar a enzima [-

galactosidase de Kluyveromyces fragilis.

4.2.2. Imobilizacao da p-galactosidase em gel MANAE-glutaraldeido (agarose 6%)

O rendimento de imobiliza¢do obtido foi de 100%, porém, mesmo acrescentando
os cofatores necessarios a enzima, nenhuma atividade recuperada foi encontrada. Isso
ocorre devido a alta reatividade do glutaraldeido, que promove intimeras liga¢des entre
a enzima e o suporte fazendo com que esta sofra distor¢des destrutivas para a atividade
enzimatica (Betancor et al, 2006).

O glutaraldeido tem sido muito usado para introduzir liga¢des intramoleculares
em proteinas ou para modificar proteinas adsorvidas em suportes aminados (Betancor et

al, 2006).

4.2.3. Imobiliza¢do da p-galactosidase em MANAE por adsorc¢io idnica, seguida

pela reticulacio com glutaraldeido com diferentes protocolos (agarose 6%)

O primeiro procedimento utilizado seguiu protocolo descrito por Pessela et al,
(2007), a primeira etapa da imobilizacdo ocorre com reagdo de adsor¢do da enzima
durante 24 h sob suave agitacao e temperatura ambiente. O gel entdo ¢ filtrado e segue
para a segunda etapa de imobilizacdo, onde o derivado é suspenso no tampdo de
imobilizacdo e reticulado com glutaraldeido, por 1 h de reagdo. A seguir, o derivado ¢
lavado com tampao e novamente suspenso em tampdo de imobilizagdo onde
permanecera por mais 20 h sob agitacao e temperatura ambiente. Somente depois deste
tempo o gel foi filtrado e as atividades medidas.

Em relagdo as imobilizagdes conduzidas covalentemente em MANAE-
glutaraldeido, foi possivel verificar valores de atividade recuperada da ordem de 78 —
84% com a adsor¢do da enzima em MANAE, como mostra a Tabela 4.3. No entanto,
apos a reticulagdo do sistema enzima-suporte com glutaraldeido foi verificada uma

dréstica reducdo da atividade hidrolitica.
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Tabela 4.3. Influéncia do pH e da concentracdo de glutaraldeido na imobilizagao em
MANAE reticulado com glutaraldeido, 1 hora de reacdo, seguido de lavagem e
incubacdo em tampao por 20 horas. Carga oferecida 5 mg proteina/g gel; imobiliza¢ao
em tampao fosfato de potassio (TFP)*. ' vida da enzima soluvel diluida em tampao de

imobilizacao a 55°C = 2 minutos.

~ . Atividade Atividade Y2 vida da

Concentracao | Rendimento .

de de recuperada | Recuperada enzima

pH glutaraldeido | Imobilizagao 1 etap~a apos imobilizada
(%) (%) (adsorc¢ao) | reticulaciao as55 C
° ° (Y0) (Y0) (min)

pH 7,0 0,03 92,4 84,4 13,5 2
pH 6.0 0,03 91,3 78,0 13,4 2
pH 7,0 0,15 92,4 84,4 3,0 2
pH 6,0 0,15 91,3 78,0 3,3 2
pH 6,0 0,50 91,3 78,0 0 -

*TFP: Tampao Fosfato de Potassio 20 mM contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,.

Uma concentracdo mais alta de glutaraldeido provavelmente ocasionou
distor¢do da enzima resultando em uma atividade recuperada quase nula, devido a alta
reatividade do glutaraldeido, o qual pode ser polimerizado sobre a superficie do suporte
prejudicando a difusdo do substrato, bem como distorcendo o centro ativo da enzima
durante a imobilizac¢ao (Alonso et al, 2005). A baixa recuperagio da atividade também ¢
agravada pelo tempo adicional em que o gel permanece no tampao apos a reticulacdo.
Segundo Pessela et al, (2007) este tratamento permite modificar completamente os
grupos amino primario da enzima e do suporte com uma molécula de glutaraldeido e
pode ser usado também para reticular a enzima e o suporte. Por outro lado, o excesso de
ligagdes entre enzima e suporte pode distorcer a estrutura tridimensional da enzima
causando a perda da atividade catalitica (Rodrigues et al, 2008). A redugdo da atividade
recuperada obtida pelo aumento do tempo de imobilizacdo se deve ao maior nimero de
interagdes covalentes entre a enzima e o suporte que permite aumentar a estabilidade
térmica dos derivados, mas diminui a sua atividade hidrolitica (Rodrigues et al, 2008).

Um dos mais importantes parametros da atividade enzimatica ¢ o pH. Entretanto,
o pH nao tem uma influéncia significativa na atividade recuperada deste derivado
quando analisado na primeira etapa da imobilizacdo, em que o valor da atividade
recuperada para o pH 6,0 foi de 78,0 % e para o pH 7,0 foi de 84,4 %.

Diante destes resultados, modificou-se o protocolo descrito por Pessela et al,

(2007), ao eliminar-se o tempo adicional de 20 h de reacao do gel com o tampao apds a
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reticulagdo com o glutaraldeido. Os resultados indicam que ocorreu aumento na

atividade recuperada do derivado, como mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Influéncia da concentracdo de glutaraldeido na imobilizagdo em MANAE
reticulado com glutaraldeido, sem incubacdo por 20 horas em tampao pH de
imobilizacdo = 7,0; carga oferecida = 5 mg proteina/g gel. Imobilizacdo em tampao

fosfato de potassio (TFP)*. 2 vida da enzima solivel diluida em tampdo de

imobilizagdo a 55°C = 2 minutos.

1 3 i
Concentragiode | Rendimentode | Atividade | 100 00 NERE,
glutaraldeido (%) | Imobilizagio (%) | Recuperada (%) (min)

0,05 100 32,6 2
0.10 100 36,7 2
0.15 93,2 45,8 2

*TFP: Tampao Fosfato de Potassio 20 mM contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,

Nota-se que, além de terem-se obtidos novamente altos rendimentos de
imobilizacdo, houve expressiva melhora na atividade recuperada com uso do novo
protocolo. Contudo, a estabilidade térmica da enzima imobilizada ndo aumentou.

Visando-se diminuir o efeito de distor¢do do sitio ativo causado pela intensa
reticulagdo com glutaraldeido, foi reduzido o tempo de reticulagdo, buscando-se um
limite maximo onde a atividade ainda se mantinha. O melhor tempo encontrado foi de
20 min; sendo assim, a reticulacdo foi feita por um periodo de apenas 20 min na
presenga do inibidor galactose para proteger a enzima, na concentragdo de 0,03 M,
conforme procedimento reportado por Torres et al, 2006. Contudo, tal como ja ocorrido
no trabalho da literatura, a presenca de galactose na concentracdo utilizada ndo
ocasionou melhora significativa nos resultados, possivelmente devido a baixa
concentragdo de galactose utilizada. Valores de Km e Ki para a hidrélise de lactose por
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus a 30 °C pH 6,5 foram de 17 g/L e 51 g/L,
respectivamente. Uma concentracdo de inibidor bem maior que o valor de Ki seria,
portanto, necessaria para saturar todas as moléculas de enzima.

Ensaios de dessor¢ao com concentragdes de KCl variando de 0,1 M, 0,5 M e 1
M por um periodo de 24 h acompanhados por Bradford foram realizados para as
imobilizacdes em MANAE seguido da reticulagdo com glutaraldeido, e comprovaram
as imobilizacdes por ligacdo covalente, visto que, nenhuma proteina foi encontrada no

sobrenadante.
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4.2.3.1. Estabilidade térmica de B-galactosidase diluida em tampao de imobilizacao

e do derivado preparado em MANAE reticulado com glutaraldeido, a 10°C.

O melhor derivado de imobilizacdo obtido em gel MANAE reticulado com
glutaraldeido foi estocado a 10°C no tampao de imobilizagdo. A atividade recuperada
foi medida no periodo de 90 dias sendo comparada com a enzima solivel também
incubada nas mesmas condigdes, ou seja, a enzima livre era diluida no mesmo tampao
em que era mantida a enzima imobilizada. Os resultados podem ser observados na
Figura 4.4.

De acordo com a Figura, pode-se ressaltar que a utilizagdo deste suporte nao foi
vidvel para a imobilizacdo desta enzima, pois além de ndo ser um suporte
economicamente interessante, possui um procedimento de obtencdo do gel e de
imobilizacdo da B-galactosidase que também aumentam o custo do processo. Mas, todas
essas subjecOes seriam compensadas se o derivado possuisse uma estabilidade térmica
inlimeras vezes superiores a enzima livre, entretanto, a enzima imobilizada por adsor¢ao
ionica em MANAE-agarose se comporta tal como a enzima soluvel. O que pode estar
colaborando para isto ¢ a perda de subunidades da enzima, e com isto, perda da

atividade hidrolitica nas condi¢des de incubacao.

I 0
[ 60 dias
V77 90 dias

Atividade Relativa

Solavel M1

Amostras

Figura 4.4. Estabilidade de térmica a 10°C da [B-galactosidase imobilizada em
MANAE-agarose reticulado com glutaraldeido. M1: derivado estocado no tampao de
imobilizacao.
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4.2.4. Imobilizacio da B-galactosidase em MANAE por adsorcio idnica, seguida da

reticulacdo com polialdeido dextrana (agarose 6%)

Com o intuito de aumentar a estabilidade deste derivado, foi empregada a
técnica de entrecruzamento da enzima com polialdeido dextrana apds a imobiliza¢do
por adsor¢do ionica. A dissociacdo de subunidades de enzimas multiméricas ¢ um dos
principais fatores da inativagdo da estrututa multimérica das enzimas (Cardias, 2000;
Mateo et al, 2006-b). Esta estratégia tem sido amplamente empregada na estabiliza¢ao
térmica de enzimas multiméricas. Enzimas multiméricas entrecruzadas por polialdeido
dextrana apos a imobilizagdo de B-galactosidase de Thermus spp. e a-aminoacido éster
hidrolase de Acetobacter turbidans foram mais estaveis termicamente se comparadas
com os derivados ndo entrecruzados (Mateo et al, 2006-b). No entanto, foi verificada
reducdo da atividade recuperada destes derivados decorrente das limitagdes difusionais
ocorridas apds o entrecruzamento (Mateo et al, 2006-b). Como o polialdeido dextrana
também ¢ um agente reticulante, alguns ensaios foram realizados substituindo o
glutaraldeido pelo polialdeido dextrana.

Seguindo o procedimento descrito por Cardias (2000), o polialdeido dextrana foi
preparado e os resultados encontrados estdo descritos na Tabela 4.5 abaixo. O
procedimento de imobilizacao utilizado foi o mesmo descrito para o glutaraldeido no

item 4.2.3.

Tabela 4.5. Imobilizacgdo em MANAE reticulado com polialdeido dextrana.
Concentragao de proteina de 5 mg proteina/g gel.
Rendiment 72 vida da
. ¢ ento Atividade Atividade enzima
Condigoes de . o
Reacionais | Imobilizacio Recuperada Recuperada | imobilizada a
uzag 1%tapa (%) (%) 55°C
(%) .
(min)
TFP* pH 7,0 100 72,6 1,34 2

*TFP: Tampao Fosfato de Potassio 20 mM contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,

De acordo com o resultado obtido, apds o entrecruzamento, foi verificada
inativacdo do derivado. Possivelmente, o entrecruzamento com polialdeido dextrana
promoveu a distor¢do da estrutura quaternaria da enzima, o que também foi verificado
por Becaro (2008) quando imobilizou a enzima D-hidantoinase de Vigna angulares em

glioxil-agarose e posteriormente entrecruzou o derivado com polialdeido dextrana, com
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reducdo drastica da atividade catalitica da enzima, resultados bastante similares aos
obtidos no presente trabalho.

Na tentativa de obter uma melhora no resultado de entrecruzamento com
polialdeido dextrana, adaptou-se a metodologia de Cardias (2000) para a obtengdo de

um polialdeido menos reativo. O resultado esta descrito na Tabela 4.6.

Tabela 4.6. Influéncia da concentracdo do polialdeido dextrana na imobilizagdo em
MANAE reticulado com polialdeido dextrana pouco ativada. Concentra¢do de proteina

de 5 mg proteina/ g gel.

Py
Concentracdo | Rendimento .. 72 Vl(.la da
- . . Atividade enzima
Condicoes de Polialdeido de . o
.o s~ Recuperada imobilizada a
Reacionais Dextrana Imobilizacao ° °
(%) (%) ) > ¢
(min)
TFP* pH 7,0 0,05 100 33,0 2
TFP* pH 7,0 0,1 100 25.9 2

*TFP: Tampao Fosfato de Potassio 20 mM contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,

A concentracdo de polialdeido dextrana empregada foi em relagdo ao volume
total de suspensdo derivado/tamp@o. Mesmo assim, nota-se que o entrecruzamento de
derivados de B-galactosidase com polialdeido dextrana ndo foi uma boa alternativa para

a imobiliza¢do da enzima, visto que, a atividade recuperada encontrada ainda foi baixa.

4.2.5. Imobilizagdo por adsorcio ionica da p-galactosidase em MANAE com

agarose 2 e 4% , seguida da reticulacdo por polialdeido dextrana ou glutaraldeido

Ainda na tentativa de imobilizar a -galactosidase em agarose, decidiu-se utilizar
agarose 2 e 4% produzida no Laboratério de Tecnologia Enzimatica da Universidade
Federal de Sao Carlos. Menores as porcentagens de agarose, maiores os poros do
suporte obtido. Suportes obtidos com menores concentragdes possuem, portanto, uma
maior area superficial que os obtidos com concentragdes menores de agarose e
permitem imobilizacdo de proteinas com alta massa molecular (Giacomini et al, 1998).

Apds a preparacdo do suporte MANAE com agarose 2 e 4% ensaios foram
realizados variando as concentragdes dos agentes reticulantes glutaraldeido e

polialdeido dextrana. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.7.
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A concentragdo de proteina utilizada para todas as imobiliza¢des foi de 5 mg/g
de gel, o tampdo de imobilizagdo também foi o mesmo utilizado para todas as
imobilizagdes, tampdo fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 contendo os cofatores
necessarios a enzima, 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl, e o protocolo de imobilizagao

seguido foi o descrito no item 4.2.4.

Tabela 4.7. Influéncia da concentracdo de agarose, glutaraldeido e polialdeido dextrana

na imobilizacdo em MANAE-agarose seguida da reticulagio por estes agentes

reticulantes.
Concentracio Concentragio Concentracao Rendimento Atividade
de Agarose de , de Dextrana de ~ Recuperada
(%) Glutaraldeido (%) Imobilizacao (%)
(%) (%)
4 0,05 - 100 43,2
4 0,15 - 100 25,0
4 - 0,05 100 53,6
4 - 0,10 100 59,0
2 0,05 - 100 43,0
2 0,15 - 100 26,0
2 - 0,05 100 54,5
2 - 0,10 100 71,1

O processo de imobilizagdo covalente de todas as subunidades da enzima pode
ser alcangado por um processo longo de imobilizacdo e em suportes porosos compostos
por uma larga superficie interna coberta por uma densa camada de grupos reativos
(Mateo et al, 2006-b). A adi¢do de macromoléculas polifuncionais promove a
reticulacdo completa das subunidades prevenindo a dissociagdo da enzima (Mateo et al,
2006-b). Portanto, suportes macroporosos e agentes polifuncionais foram utilizados.

Nota-se que a atividade recuperada para os derivados imobilizados em géis 2 e 4%
foi ligeiramente superior aos derivados em agarose 6%. O derivado com maior atividade
recuperada foi verificado em MANAE-agarose 2% reticulado com 0,10 % de
polialdeido dextrana, valor empregado em relagdo ao volume total de suspensdo
derivado/tampao, com atividade recuperada de 71,1 %. Os valores encontrados quando
utilizado 0,10 % de polialdeido dextrana foram maiores do que quando utilizado 0,05
%, mostrando que 0,05 % foi uma concentra¢do muito baixa de polialdeido dextrana e
algumas subunidades ainda se dissociaram diminuindo a atividade recuperada.
Conforme mostra a Tabela 4.7, a imobilizagao da enzima em MANAE-agarose 2 ¢ 4%,

os valores de atividade recuperada para os derivados reticulados com 0,05% de
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glutaraldeido foram similares, da ordem de 43%, mas com o aumento da concentragao
do agente de reticulacdo para 0,15%, a atividade recuperada decresceu para 25%. De
acordo com estes resultados, ¢ possivel verificar que a concentragdo de agarose no gel
ndo resultou no aumento da atividade catalitica dos derivados, mas o tipo e a
concentracdo de agente de reticulagcdo foram os parametros mais significativos para a
obtencao de derivados ativos.

Glutaraldeido tem sido muito usado para introduzir ligagdes intramoleculares em
proteinas ou para modificar proteinas adsorvidas em suportes aminados, o0 mesmo pode
ser verificado com polialdeido dextrana (Fernandez-Lafuente et al., 1999; Betancor et
al, 2006). Porém, a imobilizacdo em agarose seguida da reticulacdo com glutaraldeido
resultou em um derivado com baixa atividade devido a alta reatividade do glutaraldeido
que pode ser responsavel pela distor¢do da estrutura ativa durante a imobilizagdo
(Alonso, 2005).

Os ensaios de influéncia da temperatura na atividade hidrolitica da enzima
soluvel ja haviam mostrado que a enzima inativa-se rapidamente a 55°C, detectando-se
cerca de 10% de atividade residual mesmo no curto tempo utilizado para medir a
atividade. O derivado apresentou perfil de inativagdo térmica semelhante a enzima
soluvel, e portanto, ndo se obteve significativo aumento na estabilidade térmica com a

imobilizacao.

4.2.6. Encapsulacio de p-galactosidase em agarose seguida de reticulacio com

agentes bifuncionais

Outra estratégia empregada para a imobilizacdo de (-galactosidase em géis de
agarose, agar-agar ¢ gelatina foi a encapsula¢dao da enzima seguida de reticulagdo com
glutaraldeido ou polialdeido dextrana. Esta estratégia foi baseada na metodologia de
Martino et al (1995), que imobilizaram B-glicosidase em quitosana por encapsulagdo
seguida de reticulacio com glutaraldeido. O procedimento de imobilizacdo por
encapsulacdo ¢ um método simples e barato, se comparado com o procedimento de
imobilizacao por ligacdo covalente. Contudo, essa estratégia, nas condigdes utilizadas
neste trabalho, ndo se mostrou adequada, ndo se detectando atividade hidrolitica nos

derivados obtidos.
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4.3. Imobilizaciao de B-galactosidase em géis de Quitosana

4.3.1. Imobilizaciao da pB-galactosidase em gel de epoxi-quitosana-alginato

Quitosana tem sido muito empregada na imobilizagdo de enzimas e a sua
utilizagdo proporciona resultados satisfatorios na estabilizacdo de enzimas de diferentes
fontes como lipases, tripsina, quimotripsina e celulase. Estes estudos vém sendo
realizados no Laboratério de Tecnologia Enziméatica da UFSCar, com resultados
promissores, mostrando que a quitosana ¢ um suporte atraente na
imobilizacao/estabiliza¢do de enzimas devido ao seu baixo custo em relagdo as matrizes
disponiveis comercialmente.

No presente trabalho, foram empregados varios tipos de géis de quitosana
sintetizados em laboratorio como alternativa ao gel de agarose. Na Tabela 4.8 estdo
apresentados os pardmetros de imobilizagdo de B-galactosidase em quitosana-alginato-
epoxilada.

Em geral, a imobilizagdo de enzimas em suportes epoxido ocorre com a
adsorcdo fisica de proteinas por interagdes hidrofobicas e apds a adsorcdo, os grupos

nucleofilicos da enzima reagem com os grupos epoxidos por ligacdo covalente.

Tabela 4.8. Imobilizagao de B-galactosidase em gel de quitosana-alginato-epoxilada.

Concentracdo de proteina de 5 mg proteina/g gel.

Forca ionica e pH Tempo de Rendimento de Atividade Recuperada
¢ P Imobilizacdo (h) | Imobilizacio (%) (%)
TFP** pH 7,0
clevado a 8.5 24 24.8 7.3
TFP** pH 7,0
elevado a 10,0 24 25,5 1,0

**TFP: Tampao Fosfato de Potassio 20 mM contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,,

Observa-se que as imobilizagdes em quitosana-alginato-epoxilada praticamente
nao apresentaram atividade. O protocolo de imobilizagdo de enzimas em suportes epoxi
requer alta forca idnica (1 M) para forgar a adsor¢cdo hidrofébica da enzima e, em
seguida, imobilizar covalentemente com ataque nucleofilico dos grupos hidroxil, tiol e
amino aos grupos epoxi presentes na superficie do suporte com o aumento do pH de

imobilizacao, conforme metodologia descrita por Mateo et al (2002). No entanto, a
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enzima empregada neste trabalho apresenta baixa estabilidade em alta for¢a i6nica e pH
alcalino principalmente. A imobilizagdo foi conduzida entdo em baixa forca idnica (20 e
50 mM) e o mecanismo de adsor¢do que deve ter atuado foi interacdo i6nica da enzima
com 0s grupos aminos carregados positivamente da quitosana, a pH 7,0. O aumento de
pH era necessario para alcangar um maior nimero de lisinas nas formas desprotonadas
para reagir com grupos epodxido. Contudo, a baixa estabilidade alcalina da enzima
implicava inativacdo antes da rea¢do da maioria das moléculas de enzima.
[-galactosidase de Aspergillus oryzae foi imobilizada em epoxi-Sepabeads, uma
resina acrilica comercial da Mitsubish Chemical Corporation, em alta forca ionica, € o
rendimento de imobilizagdo foi de 100%, porém a atividade catalitica da enzima

imobilizada foi nula (Mateo et al, 2002).

4.3.2. Imobilizacdo da p-galactosidase em gel de quitosana-alginato e quitosana-k-

carragenina ativados por glutaraldeido

Os géis hibridos de quitosana-alginato e quitosana-k-carragenina ativados por
glutaraldeido também foram empregados na imobilizagdo da enzima [-galactosidase.
Estes suportes hibridos tém sido empregados na imobilizacdo/estabilizagdao de enzimas
hidroliticas como quimotripsina, celulase e lipases com resultados bastante satisfatorios
(Mendes et al., 2006; Adriano, 2008). Os resultados obtidos para a enzima [-

galactosidase imobilizada nestes suportes estdo sumarizados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Influéncia do tipo de suporte, tampao, ions, concentragdo de proteina e do
tempo de imobilizacdo na imobilizacdo da B-galactosidase em gel de quitosana-alginato

e quitosana-k-carragenina ativados com glutaraldeido.

.~ Concentracio Tempo de Rendimento Atividade
Suporte Condigdes ] g~ de
p R de Proteina | Imobilizacio o Recuperada
Reacionais Imobilizacio o
(mg /g gel) (h) (%) (%)
Q-A TFP*pH 7,0 5,0 3 100 0
Q-C TFP*pH 7,0 5,0 3 100 0

Q-A: Quitosana-Alginato; Q-C: Quitosana-k-Carragenina; *TFP: Tampao Fosfato de
Potéssio 100 mM contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl,
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O tempo de imobilizagdo empregado foi de 3 h, visto que a imobilizagdo de
enzimas em suportes ativados com glutaraldeido ¢ extremamente rapida, devido a alta
reatividade desse agente ativante (Alonso, 2005). No entanto, os derivados obtidos nao
apresentaram atividade hidrolitica. A obten¢do de derivados sem atividade catalitica
pode ser explicada pela presenca de alginato e k-carragenina no suporte. Estes
biopolimeros sdo anidnicos, pela presenca de grupos carboxilatos (alginato) e sulfonatos
(carragenina), e podem formar complexos com ions bivalentes. Durante o processo de
imobilizacdo, como pode ser verificado na Tabela acima, foi adicionado MnCl, e MgCl,
para manter a atividade catalitica da enzima. Neste caso, estes biopolimeros atuaram
como agentes quelantes dos ions bivalentes, inativando totalmente a enzima
imobilizada.

Outra possivel explicac¢do ¢ a alta reatividade do glutaraldeido, agente ativante do
suporte, que pode ser responsavel pela distor¢ao da estrutura ativa da enzima durante a

imobilizacao ao entrecruzar as subunidades (Alonso, 2005).

4.3.3. Encapsulacio de pB-galactosidase em quitosana seguida de reticulacio com

glutaraldeido

Com o intuito de aumentar a atividade catalitica e estabilizagdo de f-
galactosidase, foi empregada a técnica de encapsulagdo da enzima em gel de quitosana
com reticulagdo com glutaraldeido 0,1-1,0%. Variaram-se as condi¢des de coagulagdo

do gel, como mostrado na Tabela 4.10.

Tabela 4.10. Influéncia da concentragdo de proteina e glutaraldeido, e do tampao de
coagulacao com ions na encapsulacio de -galactosidase em gel de quitosana reticulado

com glutaraldeido.

Concentrzrlg:ao de Concentrag:a’0 de Tampio de Atividade
Proteina Glutaraldeido ~ o
(mg/g gel) (% viv) Coagulacao Recuperada (%)
20,0 1,0 TFP* pH 8,0 0
20,0 0,10 TFP* pH 8,0 3,6
20,0 0,10 TFP** pH 8,0 5,6

*TFP: Tampao Fosfato de Potassio 100 mM.

**TFP: Tampao Fosfato de Potassio 100 mM contendo 0,1 mM MnCl; e 2 mM MgCl,
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Os resultados de atividade recuperada para a enzima encapsulada em gel de
quitosana seguido de reticulagdo com glutaraldeido também foram baixos. Esses
resultados podem se dever tanto a um possivel efeito quelante da quitosana ao
seqiiestrar os ions co-fatores, como também a distor¢do da enzima pelo glutaraldeido.
Em suma, a imobiliza¢dao da enzima B-galactosidase por encapsulacdo também ndo foi

uma boa alternativa para a obtenc¢ao de derivados com alta atividade catalitica.

4.3.4. Imobilizacao da p-galactosidase em gel de quitosana: Efeito do tipo e
concentracio do agente coagulante e do tempo e temperatura de imobilizacao

sobre as propriedades cataliticas dos biocatalisadores.

As condigdes de reticulagdo sdo muito importantes, pois a eficiéncia desta
reticulagdo depende da concentragdo e tipo de agente de reticulacdo, tempo de contato,
temperatura, pH, massa molar da quitosana e o seu grau de desacetilagao (Berger et al,
2004). O tempo de contato e a concentragdo de agente de reticulagdo sdo importantes
para a determinacdo da natureza da estrutura produzida porque o aumento do tempo de
reagdo e o uso de altas concentracdes geram extensas reticulagdes. O grau de
desacetilacdo e a massa molar da quitosana sdo importantes parametros porque o
aumento da massa molar e do grau de desacetilagdo também resulta em um maior
rendimento de reticulagdo (Berger et al, 2004).

Como pode-se notar, varios pardmetros influenciam o grau de reticulacdo de
hidrogéis de quitosana. Nos protocolos de coagulacdo de quitosana descritos na
literatura empregam-se solugdes diluidas de NaOH (Mendes et al., 2006; Adriano,
2008; Rodrigues et al., 2008). No presente trabalho foi empregada, além de solugdo de
NaOH, solucao de KOH a quente (50°C). As condi¢des de obtengdo de hidrogéis de
quitosana e reticulagdo para posterior aplicagdo como suporte para a imobilizacao de -
galactosidase adotadas no presente trabalho foi baseada na metodologia descrita por
Budriene et al. (2005).

Com o objetivo de obter derivados com elevada atividade catalitica foram
avaliadas as influéncias do tipo de agente coagulante e temperatura de coagulagdo, bem
como o tempo de imobilizagdo, como mostrados na Tabela 4.11. E importante ressaltar
que a concentragdo de glutaraldeido empregada para a reticulacdo e ativagao do hidrogel

foi de 0,8 % (v/v) e o carregamento de proteina empregado foi de 5 mg/g de gel. A
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quantificagdo da atividade catalitica dos derivados de quitosana foi determinada pela
hidrolise do substrato sintético 0-NPG.

O méximo valor de atividade recuperada (100,0 %) foi obtido para a quitosana
coagulada com soluc¢do 0,5 M de KOH a 50°C (ensaio 1). No entanto, na reducdo da
temperatura de coagulagcdo de 50 para 25°C, foi observada uma atividade recuperada
aproximadamente 30 % inferior, da ordem de 72,3 % (ensaio 3). Possivelmente os
melhores resultados a 50°C devem-se a obtengdo de um suporte com maior porosidade e
alteragdo do microambiente interno que favoreceu a atividade catalitica da enzima.

Um possivel efeito da alta temperatura durante a coagulacdo e reticulacdo da
quitosana ¢ diminuir o diametro das fibras de quitosana, com consequente aumento do
diametro dos poros, favorecendo a imobilizacdo da enzima. Apds a reticulagdo com
glutaraldeido o gel ¢ resfriado imediatamente, lavado com agua destilada, o que pode
estar impedindo que um lento resfriamento das fibras permita o retorno ao diametro
natural. E importante ressaltar que nos diferentes ensaios realizados, toda enzima
oferecida foi imobilizada, no entanto, a atividade recuperada foi fortemente influenciada

por estes parametros.

Tabela 4.11. Influéncia do tipo de agente coagulante, temperatura de coagulagao e do
tempo de imobilizagdo sobre a atividade recuperada de -galactosidase imobilizada em

gel de quitosana ativada com glutaraldeido*. Imobilizag¢do a 25°C.

Temperatura Tempo de Rendimento Atividade
. Agente ~ e~ de
Ensaios Coasulante de Coagulacio | Imobilizacio Imobilizacdo Recuperada
g (°C) (h) (%) 0-NPG (%)
1 0,5M KOH 50,0 3 100,0 100,0
2 0,5 M KOH 50,0 24 100,0 81,2
3 0,5M KOH 25,0 3 100,0 72,3
4 0,1 M 50,0 3 100,0 61,3
NaOH ’ ’ ’
0,5M
5 NaOH 50,0 3 100,0 74,3
0,5M
6 NaOH 25,0 3 100,0 59.8

* Imobiliza¢do conduzida em tampdo fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM

MnCl, e 2 mM MgCl,.

O tempo de imobilizagdo também foi uma variavel relevante, visto que o

aumento do tempo de imobilizagdo influencia as propriedades cataliticas do
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biocatalisador (Mateo et al., 2006-b; Rodrigues et al., 2008). Nota-se que com o
aumento do tempo de imobilizacio do melhor derivado de 3 para 24 h, houve um
declinio na atividade recuperada, de 100,0 % para 81,2 % (ensaio 2), provavelmente
decorrente de um niimero excessivo de ligagdes covalentes entre a enzima € o suporte, o
que ocasionou a distor¢ao da estrutura protéica da enzima, mas que também pode ter
conduzido ao aumento da estabilidade térmica do derivado.

Nota-se pelos resultados obtidos que o tipo de agente coagulante também ¢ uma
varidvel importante, ions sédio influenciam negativamente na atividade hidrolitica da
enzima B-galactosidase, o que ¢ confirmado pelos ensaios 1 e 5.

Para a concentragao do agente coagulante NaOH foi testado uma concentragao
menor (0,1 M), utilizada nos protocolos de coagulacdo de quitosana descritos na
literatura (Mendes et al., 2006; Adriano, 2008; Rodrigues et al., 2008). No entanto,
observa-se nos ensaios 4 e 5 que uma concentragdo maior do agente coagulante resulta
um aumento de atividade recuperada de aproximadamente 13 %.

No ensaio 1, como mostrado na Tabela 4.11, toda atividade desaparecida no
sobrenadante durante a imobilizacdo foi detectada no gel, empregando 0-NPG como
substrato. Entretanto, na hidrélise da lactose a atividade recuperada foi em torno de 70%
inferior ao substrato sintético. Isto se deve possivelmente a efeitos difusivos, visto que o
substrato natural apresenta uma massa molecular superior ao do substrato sintético.
Durante a imobilizagdo, efeitos de distor¢do da estrutura ativa da enzima também
podem ocorrer, no entanto, para este derivado ndo foi verificada ma orientagcdo durante
o processo de imobilizacao porque na hidrolise do 0-NPG, a atividade recuperada foi de
100%. Para reafirmar que a imobiliza¢do da enzima neste suporte ndo causa distor¢ao
da estrutura do biocatalisador e que ocorre limitagdo difusional na hidrdlise da lactose,
foi oferecido um carregamento de 1 mg de proteina/g de gel. A atividade recuperada
para este derivado foi 100%, confirmando que ndo ocorre distor¢do da enzima e efeitos
difusivos ocorrem na hidrdlise da lactose.

Para todos os ensaios realizados, os derivados foram reduzidos com NaBH,4 na
propor¢ao de 1,0 mg/mL de suspensdo conforme metodologia descrita por Guisan

(1988). Os resultados estdao apresentados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12. Efeito da reducdo com NaBH, sobre a atividade recuperada de derivados

imobilizados em quitosana ativada com glutaraldeido.

Atividade Recuperada
Ensaios (%)
Sem reduc¢ao com NaBH, Ap6s reduciao com NaBH,
1 100,0 82.4
2 81,2 54,2
3 72,3 49.4
4 61,3 41,0
5 74,3 57,6
6 59,8 46,2

Todos os derivados obtidos apresentaram perda de atividade catalitica apds a
redu¢do com NaBHs;. O derivado com madaxima atividade recuperada (ensaio 1)
apresentou uma redu¢do de aproximadamente 20% em relagdo a sua inicial. O efeito de
reducdo da atividade catalitica de enzimas imobilizadas covalentemente por NaBH, ¢
relatado na literatura (Rodrigues et al., 2008). O agente redutor pode também reduzir
importantes regides da enzima com conseqiiente perda de atividade, como comprovado
por Adriano et al, (2005), os quais notaram um efeito negativo na etapa de redugdo
durante a imobilizagdo de penicilina G acilase em quitosana. A redugdo pode causar
efeitos drasticos na estrutura da proteina, ocasionados pela clivagem de pontes
dissulfeto e/ou ligagdes peptidicas (Blanco et al, 1989). Este efeito pode ser ainda mais
forte em metalo-enzimas como a -galactosidase porque pode reduzir os ions para a sua
forma metalica (Tardioli et al, 2003-b).

Para confirmar a presenga de ligagdes covalentes entre a enzima e o suporte, foi
realizado ensaios de dessor¢do da proteina com solugdes de 0,1; 0,3; 0,5 ¢ 1 M de KCI
para a enzima imobilizada com carregamentos de 5, 25 e 200 mg de proteina/g gel. A
atividade do sobrenadante e do gel foram medidas a cada 4 h por um periodo de 24 h.
Nao foi constatada atividade no sobrenadante em nenhuma das medidas. Este ensaio

comprovou que a enzima esta ligada ao suporte covalentemente.

4.3.5. Imobilizacdo da p-galactosidase em gel de quitosana seguido da reticulacao

com glutaraldeido

Seguindo a metodologia descrita para o melhor derivado obtido de quitosana,
foi verificada a influéncia do tipo de agente de coagulacdo na imobilizagdo da [-

galactosidase em gel de quitosana imobilizada por adsor¢do idnica e seguida da
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reticulacdo com 0,15 % (m/v) de glutaraldeido. A imobiliza¢do foi conduzida em
tampao fosfato de potassio com forga i6nica de 20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM MnCl,
e 2 mM MgCl,, conforme metodologia descrita por Pessela et al, (2006) e o substrato
foi 0 0-NPG. Os resultados sdo apresentados na Tabela 4.13.

O rendimento de imobilizagdo mostra que o método de imobilizagdao adotado ¢
uma etapa muito importante, visto que, para todas as imobilizacdes realizadas por
ligagdo covalente toda a enzima oferecida foi imobilizada. No entanto, por adsor¢do
ionica o rendimento de imobilizagdo foi de 62,5 a 74,5%, para o gel coagulado com
NaOH e KOH, respectivamente. Os valores de atividade recuperada também foram
inferiores aos derivados imobilizados por ligacdo covalente. Possivelmente, a
reticulacdo com glutaraldeido pos-imobilizacdo pode ter alterado a estrutura ativa da
enzima com distor¢@o do sitio ativo. Os resultados também mostram a influéncia do tipo
de agente de coagulacdo sobre as propriedades cataliticas dos derivados com potassio,
como ja verificado anteriormente. Outra hipotese ¢ a dessor¢do da enzima apos a
reticulacdo, pois o glutaraldeido pode ter reagido covalentemente com os grupos amino

do suporte (sitios de adsor¢ao), auxiliando no processo de dessorc¢ao.

Tabela 4.13. Influéncia do tipo de agente coagulante sobre a atividade recuperada de f3-

galactosidase imobilizada em gel de quitosana seguido da reticulagio com

glutaraldeido*.
Tempo de Temperatura Rendimento Atividade
Agente R de de
Imobilizacao e~ . e~ Recuperada
Coagulante Imobilizacao imobilizacao o
(h) 0) %) (%)
0,5 M KOH 24 25,0 74,5 54,4
0,5 M NaOH 24 25,0 62,5 36,0

* Imobilizacdo conduzida em tampdo fosfato de potassio 20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM

MnCl, e 2 mM MgCl,.

4.3.6. Capacidade maxima de imobilizacio da enzima em gel de quitosana ativada

com glutaraldeido

Uma das propriedades mais importantes de um suporte € sua capacidade maxima
de imobilizagdo. Ensaios foram conduzidos visando a satura¢ao do suporte ¢ a obtengao
Foram oferecidas diferentes

de derivados com elevada atividade catalitica.

concentragdes de proteina entre 5,0 a 340 mg de proteina.g” de suporte e verificada a
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concentracdo maxima de proteina imobilizada e a influéncia do carregamento sobre a

atividade hidrolitica dos derivados, como mostrado na Figura 4.5.
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Figura 4.5. Grafico da concentragao de proteina oferecida pela capacidade méaxima de
proteina imobilizada em quitosana. Imobiliza¢des realizadas em tampao fosfato de
potassio 20 mM pH 7,0 contendo 0,1 mM MnCl, e 2 mM MgCl..

Até o carregamento de 50 mg/g de suporte, toda a enzima oferecida foi
covalentemente imobilizada em quitosana. A mdxima concentragdo de proteina
imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido foi de 247,0 mg de proteina/ g gel,
como mostra a Figura 4.5. Isto mostra que o suporte obtido nestas condi¢des consegue
imobilizar uma elevada massa de enzima. E importante ressaltar que a enzima
empregada no presente trabalho apresenta uma elevada massa molecular (200 kDa), mas
mesmo assim foi possivel obter um derivado com elevada atividade e com alta
concentragdo de proteina imobilizada, confirmando a hipotese de que a metodologia
empregada para a obten¢ao do suporte permitiu obter uma matriz com elevada
porosidade, matriz esta promissora para a imobilizacdo de outras enzimas de interesse
industrial.

A Figura 4.6 mostra a relagdo entre o carregamento de proteina e a efetividade
(n), relacdo entre a atividade aparente (observada) e a atividade na auséncia de
limitacdes difusionais (tedrica) dos derivados de P-galactosidase imobilizados em
quitosana. A velocidade intrinseca da reacdo catalisada pela enzima aumenta com o
aumento da carga enzimatica, e velocidade de difusdo do substrato nos intersticios do

gel pode diminuir devido a redugdo do tamanho dos poros pela imobilizagao de
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moléculas de enzima (Salis et al, 2003; Rodrigues et al, 2008). O modulo de Thiele
descreve uma relacdo entre a velocidade de reagdo e a de difusdo. Uma vez que a
efetividade diminui com o aumento do modulo de Thiele espera-se diminui¢do da

efetividade com o aumento da carga enzimatica imobilizada.

1,0 - --u
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0,6 —

Atividade Aparente/ Atividade imobilizada

0,4—- \
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Figura 4.6. Relagdo entre a atividade aparente do derivado/ atividade teoricamente
imobilizada (efetividade) e o carregamento de proteina, hidrdlise do 0-NPG.

Os resultados obtidos sdao muito bons, visto que Carrara e Rubiolo (1994)
imobilizaram a B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis em gel de quitosana ativado
com glutaraldeido utilizando uma concentracao de 20 mg de proteina e o rendimento de
imobilizacdo encontrado foi de 55,7 %. Neste trabalho, no mesmo carregamento,
obteve-se rendimento de imobilizacao e atividade recuperada de 100%.

Budriene et al (2005), descreveram a imobilizacdo da [-galactosidase de
Penicillium canescens, de massa molecular 120 kDa, em quitosana, seguindo o mesmo
protocolo utilizado neste trabalho e conseguiram um rendimento de imobilizacdo de
89,9 %. Levando em consideragdo que a enzima utilizada no trabalho possui massa
molecular de 200 kDa, os resultados apresentados mostram-se muito promissores.

O suporte em questdo deve possuir uma estrutura contendo didmetros de poros
maiores que quitosana coagulada a frio, por isso a limitagdo difusional do substrato aos
poros ¢ menor, € sO comeca a ser relevante com uma concentragdo de 50 mg de

proteina, verificado pela efetividade dos derivados.
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4.3.7. Influéncia da Temperatura sobre a atividade hidrolitica da enzima

imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido

Para verificar a influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica da enzima
imobilizada, a hidrélise foi realizada no mesmo intervalo de tempo utilizado para a
enzima soluavel, de 25 a 55°C.

O efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica da [-galactosidase
imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido (melhor derivado obtido neste

trabalho) pode ser observado na Figura 4.7.
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Figura 4.7. Influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica de B-galactosidase
imobilizada na hidrélise de lactose em tampao fosfato de potéssio pH 7,5 100 mM
suplementado com 2 mM MgCl, e 0,1 mM MnCl,, m enzima soluvel; o enzima
imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido.

Nota-se que a imobilizagdo ndo alterou o valor de temperatura de maxima

atividade hidrolitica da enzima.

4.3.8 Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica da enzima imobilizada em

quitosana ativada com glutaraldeido
Como ja visto anteriormente, a faixa de pH de maxima atividade da enzima

soluvel esta entre 6,5 ¢ 7,0; com o maximo valor obtido em pH 7,0. Entdo, ensaios de

atividade hidrolitica da enzima imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido
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foram realizados com os mesmos valores de pH utilizado para a enzima solavel. Os

resultados s3o mostrados na Figura 4.8.
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Figura 4.8. Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica de [B-galactosidase na
hidrélise da lactose a temperatura de 37°C; m enzima solivel; 0 enzima imobilizada em
quitosana ativada com glutaraldeido.

A enzima imobilizada ndo teve suas propriedades cataliticas alteradas na faixa
de pH entre 5,5 e 7,5; evidenciando que o microambiente do suporte ndo tem influéncia
sobre a enzima. Entretanto, valores de pH acima de 8,0 mostraram um aumento na

estabilidade da enzima em meio alcalino.

4.3.9. Influéncia da concentracao do inibidor na atividade hidrolitica da enzima

imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido

Como comentado anteriormente, a (-galactosidase ¢ uma enzima que sofre
inibi¢ao pela galactose, produto de hidrolise da lactose (Ladero et al, 2002). Ensaios de
atividade catalitica da enzima foram realizados em diferentes concentragdes de inibidor
com o objetivo de verificar o efeito do processo de imobilizagdao sobre a atividade da

enzima, conforme observado na Figura 4.9.
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Figura 4.9. Influéncia da concentragdo de galactose na atividade hidrolitica da
enzima. m enzima soluvel; O enzima imobilizada.

A atividade da enzima soluvel foi fortemente influenciada pela concentragdo do
inibidor, visto que, a enzima livre estd totalmente susceptivel a influéncia de qualquer
substancia presente no meio por possuir maior mobilidade no meio reacional.
Entretanto, apds a imobilizagdo a enzima se encontra insolubilizada nos intersticios do
suporte, o que pode reduzir o efeito de inibigdo pelo produto da reagdo.

Nota-se que para o ensaio com concentragdo de galactose de 1 gL', a atividade
da enzima soluvel e imobilizada foi a mesma, oferecendo o0 mesmo nimero de unidades
de atividade hidrolitica. A partir de 1,5 g.L", a redugio de atividade hidrolitica da
enzima soluvel foi mais acentuada, com uma redug¢do de 16% da atividade inicial,
enquanto que para a enzima imobilizada ndo foi verificado perda de atividade. Para a
concentracio de 5,0 gL' a atividade hidrolitica da enzima imobilizada teve uma
pequena queda de 6%, no entanto, a enzima soluvel apresentou uma queda de 35%. A
imobilizacdo pode ter mudado a conformacao da molécula da enzima, alterando o efeito

de inibigao.

4.3.10. Estabilidade térmica dos derivados de quitosana ativada com glutaraldeido

a 10°C

Com relagao a influéncia do tempo de estocagem a 10°C sobre a atividade

hidrolitica da B-galactosidase imobilizada, os resultados mostram que a -galactosidase

75



IMOBILIZACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE EM AGAROSE E QUITOSANA UTILIZANDO DIFERENTES PROTOCOLOS DE ATIVAGCAO

imobilizada em quitosana por ligacdo covalente teve sua atividade reduzida em apenas
10 % num periodo de 60 dias quando estocada em tampdo, e 20 % apo6s 90 dias de
armazenamento, como mostra a Figura 4.10. Segundo Zanin e Morais (2004), a
estabilidade de estocagem das enzimas imobilizadas em solu¢ao ou secas, geralmente ¢
superior aquela da enzima livre, porém, isto depende do método de imobilizacao, do

suporte e da solucdo em que esté estocada.

I 0
[160 dias
V72 90 dias

1.0

0.8

0.6 1

0.4

Atividade Relativa

0.2

0.0

Soluvel D1 D2 D3 D4

Amostras

Figura 4.10. Estabilidade de estocagem de derivados de quitosana a 10°C; DI:
derivado sem reducdo estocado em tampdo de imobilizagdo; D2: derivado sem
reducdo estocado a seco; D3: derivado reduzido estocado em tampao de imobilizagao;
D4: derivado reduzido estocado a seco.

Nota-se que os derivados estocados a seco perderam quase 50 % da atividade
inicial em 90 dias de armazenamento, enquanto que os derivados estocados em tampao
a perda de atividade foi de aproximadamente 20 %. Esta perda de atividade se deve
possivelmente a dessor¢do de subunidades, o que ndo acontece na presenca de tampao
por influéncia dos ions bivalente presentes na solugdo. Independente se o derivado foi
reduzido com NaBHj4 ou ndo, os valores encontrados nos derivados estocados em
tampdo foram muito proximos, mostrando que a redu¢do ndo interfere na estabilidade
de estocagem.

Normalmente as enzimas imobilizadas mantém sua atividade em condigdes de
estocagem, quando ndo sdo expostas a condigdes adversas de pH e temperatura. Neste
trabalho, ambos derivados de imobilizagdo, MANAE-agarose ¢ quitosana, foram

estocados nas mesmas condi¢des e, no entanto, a reducdo da atividade enzimatica no
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derivado proveniente do MANAE pode estar relacionada com o tipo de suporte

empregado e o método de imobilizagao.

4.3.11. Estabilidade térmica do derivado de quitosana ativado com glutaraldeido a

20 e 40°C

O melhor derivado obtido, conforme descrito no item 4.3.4, foi incubado em
tampéo fosfato de potassio pH 7,0 na presenca de ions bivalentes Mn*" ¢ Mg”" nas
temperaturas de 20 e 40°C para a estimativa do fator de estabilidade, relagdo entre os
tempos de meia-vida do derivado e da enzima soluvel. Os perfis de inativagcdo térmica
do derivado e da enzima soluvel nestas temperaturas sdo mostrados nas Figuras 4.11 e
4.12, respectivamente.

O processo de imobilizacdo conferiu a enzima um aumento da estabilidade
térmica em relagdo a enzima na forma soluvel. Em 16 h de incubagao a 20°C, metade da
atividade inicial da enzima solivel havia sido inativada, enquanto que na enzima
imobilizada a atividade residual era de aproximadamente 75%. Em 42 h de incubagdo,
apenas 12% da atividade inicial foi medida e no derivado somente 40% da atividade
inicial foi inativada. De acordo com a Figura 4.11, o tempo de meia-vida foi de
aproximadamente 80 h, com um fator de estabilizagdo de 5 vezes. E possivel verificar
que a molécula da enzima adquire consideravel resisténcia térmica apos o processo de
imobilizacdo e ressalta as possiveis aplicagdes que podem ser conferidas a [-
galactosidase imobilizada em processos industriais com temperaturas mais elevadas,

apesar das industrias de laticinios trabalharem sob temperaturas amenas.
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Figura 4.11. Estabilidade Térmica a temperatura de 20°C e a pH 7,0. m enzima
soluvel; O enzima imobilizada.

Na Figura 4.12, ¢ mostrado perfil de inativacdo da enzima solivel e imobilizada
incubadas a 40°C. Nesta temperatura, o tempo de meia-vida da enzima foi de 2,2 he a
enzima imobilizada possuia ainda 80% da atividade inicial. Para a enzima imobilizada,
o tempo de meia-vida estimado foi de 6,5 h e o fator de estabilizagao estimado foi de 3
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Figura 4.12. Estabilidade Térmica a temperatura de 40°C ¢ a pH 7,0. m enzima
soluvel; O enzima imobilizada.

A inativagao de enzimas ¢ realizada por dois mecanismos distintos: o primeiro ¢

dependente do tempo, com irreversivel perda de atividade enzimatica sobre a exposi¢ao
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a temperaturas elevadas e o segundo ¢ induzido somente pelo calor, incubada por um
pequeno periodo, e ¢ normalmente reversivel (Klibanov, 2001).

Com o intuito de verificar se a inativagdo da enzima foi reversivel ou
irreversivel, os derivados ap6s a inativacao foram lavados com solugdo de EDTA 1 mM
e ressuspensos no tampao de imobilizagdo durante 24 h. A inativagao térmica da enzima

foi irreversivel, o que comprova a completa inativagao da proteina.

4.3.12. Estabilidade operacional do derivado de quitosana

No desenvolvimento de processos com enzimas imobilizadas, um parametro
fundamental é a estabilidade operacional. Os processos com enzimas imobilizadas
podem ser mais econOmicos que os processos com a enzima livre, se for possivel que a
enzima imobilizada seja capaz de reter consideravel atividade enzimatica apds varios
ciclos de uso. Dessa forma, haveria uma redugdo no custo operacional do processo
advindo do menor consumo de enzima, além de compensar as despesas adicionais com
os processos de imobilizacao (Zanin e Moraes, 2004).

A viabilidade da reutilizagdo de [-galactosidase imobilizada foi analisada
durante uma seqiiéncia de quatro bateladas. Utilizou-se o derivado de quitosana ativado
por glutaraldeido com um carregamento de 1 mg de proteina/g de gel. Os resultados sdo

mostrados na Figura 4.13.

Atividade Relativa

Reciclos

Figura 4.13. Estabilidade operacional na hidrolise da lactose a 40°C, tampao fosfato de
potassio 100 mM pH 7,0 com a suplementagdo dos ions bivalentes Mg”" ¢ Mn*", 20
min de hidrolise para cada ciclo.
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Observou-se uma perda de 17% da atividade hidrolitica inicial ao final do quarto
ciclo. Esse resultado evidencia que o processo de imobilizacdo acarretou boa
estabilidade operacional a enzima. A titulo de compara¢ao com os dados da literatura, é
possivel verificar que os outros autores observaram resultados muito distintos quando
utilizaram como suporte a quitosana. Zhang et al (2006) imobilizou -galactosidase em
microesferas de quitosana ativada com glutaraldeido, e verificou a estabilidade
operacional durante 9 ciclos de reuso. Esse autor observou uma queda de 20% da
atividade inicial no quarto ciclo hidrolitico.

Budriene et al (2005) imobilizou B-galactosidase de Penicillium canescens, uma
enzima termofilica, em quitosana ativada com glutaraldeido e obteve um resultado ainda
melhor, apenas 10% de perda da atividade hidrolitica inicial no quinto ciclo.

A P-galactosidase de Kluyveromyces fragilis utilizada neste trabalho é uma
enzima mesofilica e muito dificil de estabilizar termicamente, como mostrado
anteriormente nos ensaios de estabilidade térmica. Por ser uma enzima multimérica,
perde subunidades e acarreta uma baixa estabilidade, comprovando dados relatados na
literatura por Pessela et al (2007) e Ladero et al (2002). Portanto, os resultados de

estabilidade operacional eram esperados para esta enzima.

4.3.13. Conversao da lactose em glicose utilizando enzima solivel e imobilizada em

quitosana ativada com glutaraldeido

A hidrolise da lactose utilizando a enzima B-galactosidase soliivel e imobilizada
em quitosana ativada com glutaraldeido foi realizada em fung¢do do tempo de reacdo. Os
resultados obtidos na Figura 4.14 mostram que para uma soluc¢do contendo 5% (p/v) de
lactose e utilizando 2U de enzima solivel e imobilizada/g de lactose, o tempo de
hidrélise de 7 h na temperatura de 40°C resultou uma conversdo de aproximadamente
30% para a enzima soluvel e 25% para imobilizada.

Segundo Miezeliene et al (2000), uma conversdo de 20-30% da lactose ¢
suficiente para as pessoas que sofrem intolerancia a este agucar, sendo assim, os
resultados obtidos neste trabalho podem ser considerados positivos. Este autor
conseguiu uma conversdo de 70% da lactose na hidrélise do leite a 40°C com uma alta
carga de enzima imobilizada em DEAE-Sephadex, em torno de 70U de enzima

imobilizada/g de lactose.
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Figura 4.14. Conversdo da lactose em glicose na rea¢ao de hidrolise a 40°C, tampao
fosfato de potassio 100 mM pH 7.5 com a suplementagio dos fons bivalentes Mg e
Mn**. m enzima soluvel; o0 enzima imobilizada.

Nota-se que a enzima imobilizada possui um pequeno atraso na velocidade de
hidrolise, possivelmente pelo fato de estar ocorrendo limitacdo difusional ocasionada
pelo suporte, fato também observado por Budriene et al (2005).

Com o objetivo de obter uma conversdo maior, foram realizados ensaios de
hidrélise da lactose utilizando 50U de enzima soluvel e imobilizada/g de lactose, os

resultados s3o mostrados na Figura 4.15.
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Figura 4.15. Conversdo da lactose em glicose na reagao de hidrolise a 40°C, tampao
fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 com a suplementagio dos fons bivalentes Mg e
Mn2+; m enzima soluvel; 0 enzima imobilizada.
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Pode-se observar que aumentando a relacdo enzima/substrato, a maxima
conversao obtida foi de 70% para ambas as enzimas, soluvel e imobilizada. Este ensaio
foi realizado no pH 6timo da enzima (7,0) e resultou em uma conversdo 2,5 vezes
superior ao ensaio realizado a pH 7,5, ressaltando a influéncia do pH na atividade
hidrolitica da enzima.

Pessela et al (2003) imobilizaram B-galactosidase de Thermus sp. em gel epoxi-
sepabeads e conseguiram uma conversao de 100% de lactose em um periodo de 50 min
a 70°C utilizando um suporte com 60 mg de proteina/g de gel.

A conversdo obtida neste trabalho pode ndo ter alcancado 100% para a enzima
imobilizada devido a limitagao difusional causada pelo suporte, que impede o acesso do
substrato a enzima; a perda de subunidades da enzima no meio reacional, o que acarreta
na diminuicdo da atividade hidrolitica da enzima; e ainda a presenca do produto da
reacdo no meio, o que diminui a velocidade de reacdo pelo efeito de inibi¢do. Para a
enzima soluvel, ndo ocorreu a conversao total da lactose possivelmente pela inativagao

da enzima pela temperatura (40°C) e pelo tempo reacional.
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5- CONCLUSOES

Neste trabalho algumas estratégias para a imobilizacdo da [-galactosidase
utilizando suportes organicos, agarose e quitosana, com diferentes protocolos de
ativacado foram estudadas. Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios,

destacando-se:

v' A suplementagdo de ions bivalentes Mg”" ¢ Mn®" durante todas as etapas de
hidrolise e estocagem, foi importante para manter a enzima ativa, sendo, pois

importantes co-fatores da -galactosidase.

v Na hidrélise da lactose, as melhores condig¢des avaliadas foi a 45°C em tampao
fosfato de potassio 100 mM pH 7,0 e adigdo de 2 mM MgCl, e 0,1 mM MnCl,
(6786,5 U/mL de extrato) e na hidrélise do substrato sintético, 0-NPG, as
condi¢des de maxima atividade catalitica foram em tampao fosfato de so6dio 50

mM pH 7,0 com 2 mM MgCl,a 25°C (4466,1 U/mL de extrato).

v" Em pH 7,0 ndo foi possivel imobilizar em glioxil-agarose e em epoOxi-quitosana-
alginato. Em pH 10,0, a enzima foi totalmente inativada em 3 h, ndo sendo
possivel quantificar sua atividade hidrolitica. Em epoxi-quitosana-alginato ¢
necessaria alta forga idnica para imobilizar a enzima, porém [-galactosidase

também ¢ totalmente inativada em alta forga idnica.

v' A encapsulagdo da enzima em géis de quitosana, alginato e agarose néo
permitiram obter derivados ativos, seja por efeitos difusivos, seja por quelagao

pelos suportes dos co-fatores da enzima.

v' A adsor¢do idnica da enzima em gel MANAE-agarose apresentou derivados
com atividade recuperada de 80% e apds a reticulagdo com glutaraldeido,
estratégia para fixar covalentemente a enzima, a atividade recuperada caiu para
45,8%, mostrando que a etapa de reticulagdo distorce a estrutura ativa da

enzima.
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v" Com o intuito de obter derivados estaveis termicamente, foi empregada a técnica
de entrecruzamento da enzima com polialdeido dextrana, alternativo ao
glutaraldeido, apds a imobiliza¢do. De acordo com os resultados obtidos, apds o
entrecruzamento, foi verificada total inativacdo do derivado reduzido e ndo-
reduzido com NaBH4. O entrecruzamento de derivados de B-galactosidase com
polialdeido dextrana e glutaraldeido ndo foi uma boa alternativa para a

estabilizacao dos derivados.

v’ Diferentes protocolos de obtengio de hidrogéis de quitosana foram avaliados € o
suporte que conduziu aos melhores resultados na imobilizagdo foi aquele
coagulado a 50°C em solugdo 0,5 M de KOH e ativado com baixa concentracao
de glutaraldeido, com rendimento de imobilizagdo de 100% e atividade

recuperada de 100% na hidrdlise do 0-NPG.

v" O maximo carregamento neste suporte foi de 247 mg de proteina/g de gel ¢ a

partir de 25 mg de proteina/g de gel foi verificado limitag@o difusional.

v" O aumento do tempo de imobiliza¢do ndo influenciou na estabiliza¢do térmica
dos derivados em ambos os suportes testados; proporcionou apenas uma
acentuada queda nas atividades recuperadas dos melhores derivados, devido ao
aumento do numero de reagdes, o que ocasiona a distorcdo da estrutura

multimérica da enzima.

v’ Para a estabilidade térmica a 10°C, o melhor resultado encontrado foi a B-
galactosidase imobilizada em quitosana-glutaraldeido, com redugdo de 20 % da
atividade inicial apds 90 dias de armazenamento. A estabilidade térmica do
derivado preparado em MANAE reticulado com glutaraldeido mostrou um
comportamento similar a enzima soluvel, com reducdo de quase 70% da

atividade inicial apds 90 dias de armazenamento.

v A imobilizagdo da enzima em quitosana ativada com glutaraldeido ndo alterou o

valor de temperatura e pH de méxima atividade hidrolitica da enzima.
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v A enzima soluvel foi mais fortemente inibida pelo produto de hidrolise,

galactose, do que o derivado de quitosana ativado com glutaraldeido.

v' Foi verificado um incremento sobre a estabilizagdo térmica da enzima
imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido. A 20°C, o fator de

estabilidade foi de 5 vezes e para o derivado incubado a 40°C, este fator foi de

3.

v A estabilidade operacional (40°C, pH 7,0) do derivado de quitosana ativada com
glutaraldeido realizada em 4 ciclos mostrou que uma perda de 17% da atividade
hidrolitica inicial ao final do quarto ciclo. Esse resultado evidencia que o

processo de imobilizagdo acarretou boa estabilidade operacional a enzima.

v Na hidroélise da lactose a 40°C ¢ pH 7,0, foi verificada uma conversio de 70% da
lactose utilizando a enzima soltvel e imobilizada em quitosana ativada com
glutaraldeido. Nota-se que a enzima imobilizada possui um pequeno atraso em
relacdo a enzima soluvel, possivelmente pelo fato de estar ocorrendo limitagao

difusional.

v De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pdde-se verificar que a
imobilizagdo de B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis em quitosana ativada
por glutaraldeido estabilizou termicamente a enzima por fator de 3-5 vezes em
relagdo a enzima soluvel. O derivado obtido pode ser empregado para fins
alimenticios na hidrolise da lactose presente no leite ou soro. A imobiliza¢do
torna-se uma importante estratégia para estabilizar a enzima e outra vantagem
pertinente ¢ a facil purificacio do produto formado, pois a enzima esta

insolubilizada permitindo fécil separacdo e reutilizagao.
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6- SUGESTOES

o Testar altas relagdes enzima/substrato na hidrolise da lactose do leite para
obtencdo de altas conversdes em curto periodo de tempo. Fazer assepsia dos
instrumentos utilizados.

e Apos a hidrélise da lactose do soro com a enzima imobilizada, fermentar a
glicose produzida e aromatizar o produto para ser comercializado como uma
bebida levemente alcodlica e protéica.

e Testar B-galactosidase de outras origens buscando melhores resultados de
estabilidade térmica.

e Testar a aminacdo da B-galactosidase para tentar imobilizagdo multipontual em
pH 8,0.

e Determinar as concentragdes 6timas dos cofatores.

e Refazer estabilidade operacional no leite ou com tampao Novo a pH 7,0.

e Fazer a caracterizacdo do suporte para ver o tamanho de poro obtido com a
quitosana coagulada a quente.

e Tentar imobilizar a enzima em amino-glioxil-agarose.
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