§l UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
UFRGS ESCOLA DE ENGENHARIA @

DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA QUIMICA
UNIVERSIDADE FEDERAL
PORIOGRANDEROSUL  ENG07053 — TRABALHO DE DIPLOMACAO EM DEQUI

DEPARTAMENTO DE

E N G EN HARIA QU iM I CA ENGENHARIA QUIMICA

IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS EM MEMBRANAS PARA
HIDROLISE DA LACTOSE

Autor: Gabriel Pla Matielo Lemos
Orientadoras: Débora Jung Luvizetto Faccin

Isabel Cristina Tessaro

Porto Alegre, janeiro de 2018



IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS EM MEMBRANAS PARA HIDROLISE DA LACTOSE

SUMARIO
SUMARIO 2
AGRADECIMENTOS 3
RESUMO 4
LISTA DE FIGURAS 5
LISTA DE TABELAS 6
1 INTRODUCAO 7
2 OBJETIVOS 8
3 CONCEITOS FUNDAMENTAIS 9
3.1 Lactose 10
3.2  p-galactosidase 11
3.3 Enzimas na forma livre ou na forma imobilizada 12
3.4  Técnicas de imobilizacdo de enzimas 13
3.4.1 METODOS FiSICOS 14
3.4.1.1 Adsorgao fisica 14
3.4.1.2 Aprisionamento em matrizes porosas 15
3.4.1.3 Microencapsulacao 15
3.4.2 METODOS QUIMICOS 16
3.4.2.1 Ligacao quimica covalente 16
3.4.2.2 Ligacéo cruzada 16
3.4.2.3 Ligacao ibnica 17
3424 Conjugacéo por afinidade entre ligantes 17
3.5 Imobilizagdo de enzimas em membranas 18
4 METODOLOGIA 19
5 REVISAO DE LITERATURA 20
6 DISCUSSAO E CONSIDERACOES 26
6.1 Parametros 6timos: pH 26
6.2  Parametros 6timos: temperatura 27
6.3  Parametros 6timos: estabilidade enzimatica e ensaios de reutilizacéo
27
6.4  Comparacgao dos resultados 28
7 CONSIDERACOES FINAIS 31

REFERENCIAS 32



DEQUI / UFRGS — Gabriel PI3 Matielo Lemos 3

AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul e aos seus professores, que
permitiram a ampliagdo do meu conhecimento técnico.

As minhas orientadoras Débora J. L. Faccin e Isabel C. Tessaro pelo auxilio,
pela dedicacao, pelos ensinamentos e pela compreensao das minhas limitagdes.

Aos amigos do Inimigos da Corroséao F. C. pela parceria, pelos conselhos e
pelo companheirismo nos momentos dificeis.

Aos meus pais Claudia e Paulo e Gisele e Clovis pelo incentivo ao estudo
constante, pela educacao e pelo apoio emocional.

Aos meus avos Inés e Guaracy por me mostrarem o caminho para ser uma
pessoa melhor e pelos valores de vida que carrego e transmito.

Aos meus irmaos Rafael, Ana Clara, Laura e Mariana pelo convivio
maravilhoso e pelo verdadeiro amor fraterno.

A minha irma Laura, em especial, por ser um exemplo de luta pela vida
mesmo nas batalhas mais dificeis e por ser sempre tdo amorosa com todos que a
cercam.

Aos meus familiares proximos e distantes com quem compartilhei momentos
de alegria e de uniao.

A minha querida companheira Maya pelos carinhos e pelo amor
incondicional.

E a Aline Marques Acosta, minha melhor amiga, minha grande companheira
de vida, a quem dedico meu afeto e amor, pela cumplicidade e pelas experiéncias

necessarias ao meu crescimento para me tornar uma pessoa melhor.

“O valor do conhecimento esta na sua pratica e compartilhamento.”
“Participar do sucesso daqueles que cruzam o nosso caminho é a garantia

do nosso proprio sucesso” (Paulo Matielo).



4 IMOBILIZAGAO DE ENZIMAS EM MEMBRANAS PARA HIDROLISE DA LACTOSE

RESUMO

Em funcao da crescente necessidade de produtos de baixo teor de lactose,
a busca por métodos eficazes para a hidrélise da lactose pela p-galactosidase
imobilizada tém sido objeto de estudo por diversos pesquisadores. Nesse contexto
as membranas surgem como um suporte adequado para imobilizar a f-
galactosidase, visto que possuem elevado potencial para a retengéo da atividade
enzimatica quanto ao reuso e para a estabilidade pelo armazenamento. As
vantagens do uso de membranas funcionalizadas como suporte de imobilizagdo
sao apontadas pela maioria dos autores, e seus resultados demonstram a eficiéncia
de sua aplicagdo. Para apontar os estudos com os melhores resultados, foi
realizada uma revisdo bibliografica pela busca em bases de dados para a
comparacao dos sistemas aplicados em cada processo quanto a diversidade de
materiais de membranas, a fonte da enzima utilizada e as condicbes do
microambiente para a hidroélise da lactose. Os melhores resultados encontrados no
presente trabalho demonstram que a retencdo da atividade enzimatica e a
estabilidade no armazenamento ocorreram em sistemas que utilizaram as
membranas de poli(2-hidroxietiimetacrilato), de nanocompdsito de nanotubos de
carbono de paredes multiplas com polianilina cobalto e de membrana de
polipropileno funcionalizada com hexametilenodiamina como suporte de
imobilizacdo da enzima para hidrolisar a lactose.

Palavras-chave: imobilizagdo de enzimas, galactosidase, lactase, lactose,
membranas, hidrélise de lactose e hidrolise enzimatica.
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1 INTRODUGAO

Atualmente, a intolerancia a lactose é um importante problema de saude.
Quando pacientes intolerantes ingerem alimentos contendo esse agucar, sua
saude é afetada, dificultando o processo digestivo. Portanto, tem sido um desafio
para a industria de laticinios a producéo de produtos sem lactose.

Na industria de laticinios sdo produzidas grandes quantidades de efluentes
contendo agucares dissolvidos, proteinas e gorduras. A lactose é um dos
componentes destes efluentes e representa de 5 a 6% do soro do leite residual na
producao de queijos e outros derivados (PALAI et al., 2014). Essa lactose, que
possui elevado valor nutricional, poderia ser utilizada de forma mais efetiva se
separada e convertida em produtos de valor agregado comercial. Uma das formas
de utilizacdo da lactose residual e, também, para manufatura de produtos lacteos
de baixo teor de lactose € a hidrdlise utilizando enzimas.

A B-galactosidase € uma importante enzima usada na industria de alimentos
para hidrolise da lactose, processo necessario para producao de laticinios para
pessoas com intolerancia. Entretanto, o preco da enzima é muito elevado e a adicao
direta ao substrato se torna economicamente inviavel. Assim, enzimas quando
imobilizadas poderiam ser reutilizadas diversas vezes, o que diminuiria o custo de
producao.

Dentre os métodos de imobilizagdo de enzimas utilizados atualmente, o uso
de membranas como suporte tem sido estudado e sua viabilidade para a
imobilizagdo tem mostrado resultados positivos. Diversos estudos tém sido
realizados para imobilizar a B-galactosidase, a fim de aprimorar a conversao
biotecnolégica de lactose em biorreatores e a performance da imobilizagao
enzimatica € determinada principalmente pelas propriedades dos materiais do
suporte, pela técnica utilizada para imobilizacdo e pela natureza do biorreator
utilizado.

Considerando a diversidade de materiais de membranas disponiveis no
mercado e os métodos de ativacao do suporte, estrutura de fixacdo da enzima, este
estudo pretende realizar uma revisdo de literatura sobre a imobilizagdo da B-
galactosidase utilizando membranas, comparando as publicagdes quanto aos
resultados e aos parametros 6timos encontrados, a retencdo da atividade
enzimatica com o armazenamento e a possivel reutilizacdo em mais ciclos de

hidrélise enzimatica.
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2 OBJETIVOS

Obijetivo geral

Estudar, a partir da revisao de literatura em bases de dados, a imobilizacao
da enzima f-galactosidase (lactase) utilizando membranas para hidrolise de
lactose.

Objetivos especificos

* Identificar os estudos que obtiveram os melhores resultados quanto a
imobilizacdo da enzima e os parametros 6timos encontrados.

* Sugerir trabalhos futuros relacionados a imobilizagdo da p-galactosidase
utiizando membranas e apontar um sistema, considerado o melhor dentre os
encontrados na literatura, para uma futura realizagcao de hidrélise em biorreator

enzimatico com membranas.
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3 CONCEITOS FUNDAMENTAIS

Neste capitulo serdo apresentados conceitos importantes para a
compreensao da producado dos derivados da industria de laticinios, a quebra da
lactose de forma enzimatica, as formas de utilizacdo de enzimas e as técnicas de
imobilizagao existentes.

Na industria de alimentos, a lactose merece destaque na fabricacdo de
iogurtes e queijos pela fermentacao da lactose, e em outros alimentos n&o lacteos,
como sopas, bebidas, produtos carneos e misturas de especiarias (PEREIRA et al.,
2012).

Na Figura 3.1 esta ilustrado o processo de fabricacdo de queijo sem lactose
e a remogao do permeado soro de leite. Para esse processo ndo € necessaria
utilizacao da lactase devido a remocgao da lactose no soro de leite pela ultrafiltracéo

com membranas.
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SORO DE LEITE

Leite Fresco

i
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- - —
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Figura 3.1: Obtengao de soro de leite residual na fabricagdo de queijo.
Fonte: Adaptado de VAPORTEC, 2016.

Os processos de quebra da lactose de maior interesse industrial sao a
hidrdlise do soro de leite e do leite integral. Nos processos encontrados na literatura
observou-se que néo ocorre recuperacgao da lactase, o que torna os produtos sem
lactose mais caros para o consumidor devido ao custo elevado da enzima. Para
fins de comparacado, a lactase para uso industrial possui custo médio de R$
140,00/m® de leite (RICANATA, 2017).
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A seguir, nas Figura 3.2, Figura 3.3 e Figura 3.4, adaptadas de Schmidell et

al. (2001), sao ilustrados os processos de fabricagao desses produtos.

HIDROLISE
AUSTEDOPH 5] DaLAcTOSE
180 90%)

XAROPE (70% DE
SOLIDOS TOTAIS)

_ N\

SORO B PASTEURIZAGAO

N/
N\
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Figura 3.2: Fluxograma do processo de fabricagdo de soro de leite sem lactose.
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Figura 3.3: Fluxograma do processo de fabricacéo de leite sem lactose (método 1).
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Figura 3.4: Fluxograma do processo de fabricagcéo de leite sem lactose (método 2).

3.1 Lactose

A lactose é o principal acucar do leite e seus derivados e encontra-se
presente em grande quantidade no soro, em torno de 70 %, e no leite integral, 5 %
em base seca (PEREIRA et al., 2012). Além disso, na industria farmacéutica, pode
ser encontrada em mais de 20% dos medicamentos prescritos (DWEVEDI, 2016),
contida nas formulagdes como excipiente em capsulas e comprimidos.

Segundo Schmidell et al. (2001), esse carboidrato é o principal constituinte,
em termos de sélidos totais, do leite, do soro e do leite desnatado. A lactose pode
ser hidrolisada por via acida ou enzimatica, sendo a ultima a mais utilizada.

As enzimas sao catalisadores bioldgicos altamente especificos formados por
longas cadeias de moléculas pequenas, os aminoacidos. Sua fungao € viabilizar a
atividade das células, quebrando moléculas ou juntando-as para formar novos
compostos. As enzimas possuem centros ativos onde ocorre a atividade catalitica.

A vantagem da hidrdlise enzimatica reside no fato da reagéo se processar a
temperaturas relativamente baixas (aproximadamente 40°C), permitindo uma maior
economia energética, além de ndo formar subprodutos. Uma das enzimas mais

utilizadas para a hidrélise da lactose é a (3-galactosidase.
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3.2 p-galactosidase

A hidrdlise da lactose em glicose e galactose pela p-galactosidase € um
importante processo na industria de alimentos para produc¢ao de derivados de baixo
teor de lactose e de alto valor nutricional. Observam-se, também, vantagens
tecnolégicas e ambientais das aplicagdes industriais, tais como a elaboragéo de
leite adogado de baixa lactose, a formagao de galactooligossacarideos (GOS) que
favorecem a flora intestinal, o aumento da solubilidade dos produtos hidrolisados
evitando a sua cristalizagdo em processos de secagem, a formagao de produtos
para alimentagao animal, a produgao de iogurtes e queijos e a redug¢ao do impacto
ambiental pela remocgédo da lactose (MARIOTTI et al., 2008). Na Figura 3.5 é

ilustrada a reacao de hidrdlise da lactose.

CHZOH
CH,OH CHZOH
CH,OH B- galact05|dase H o_ OH
H o_0O
Lactose Galactose Glucose

Figura 3.5: Hidrélise enzimatica da lactose e formagao de glicose e galactose.
Fonte: NATH et al. (2013).

A lactase (B-galactosidase) € sintetizada por varios microrganismos, como
por exemplo, de leveduras (fungos unicelulares, geralmente Kluyveromyces fragilis
ou Kluyveromyces lactis) e de fungos filamentosos ou bolores (fungos
pluricelulares, em geral Aspergillus niger e Aspergillus oryzae). As lactases dessas
duas fontes diferem basicamente no pH de atividade 6tima, ja que as de levedura
tem pH 6timo entre 6,0 e 7,0, enquanto que as de fungos filamentosos entre 4,0 e
5,0. Devido a isso, as lactases de levedura sao recomendadas para hidrolisar o
leite, enquanto que as de fungos filamentosos séo usadas para o soro de leite. As
lactases podem ser inativadas por metais pesados (Cu®"; Zn**; Hg?*) e as de
levedura, em particular, sdo inibidas por Ni** e Ca®*. Por outro lado, fons K*, Mg?*
e Mn?* sdo ativadores em determinadas concentragdes (SCHMIDELL et al., 2001).

Para quantificacao da atividade desta enzima, utiliza-se a unidade lactasica.
Esta é definida como sendo a quantidade de enzima que libera 1 mol de glicose/min

sob condigdes definidas. Caso seja utilizado o substrato sintético ortonitrofenil-beta-
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D-galactopiranosideo (ONPG), a unidade seria a quantidade de enzima que
hidrolisa 1 mol de ONPG/min.

Outra possibilidade de utilizagdo da p-galactosidase € a produgdo de
galactooligossacarideos (GOS) pela reagdo conhecida por transgalactosacgéao.
Nesse processo, a enzima € capaz de transferir galactose aos grupos hidroxila da
glicose ou da galactose (EBRAHIMI et al., 2010). Os galactooligossacarideos sédo
reconhecidos como prebidticos e estimulam o crescimento e a atividade de
bactérias benéficas do intestino (ENGEL et al., 2007 apud JOCHEMS et al., 2011).

3.3 Enzimas na forma livre ou na forma imobilizada

As enzimas podem ser utilizadas nas formas livre ou imobilizadas em uma
matriz ou suporte por algum método. Os sistemas com células imobilizadas tém
como principal caracteristica o uso de alguma estrutura fisica de confinamento que
obriga as células a permanecerem em uma regiao particular de um suporte.

A escolha entre as formas livre e imobilizada de uma enzima depende da
natureza do processo de conversao e da estabilidade operacional das duas formas.
Além disso, em algumas situagdes a escolha seria afetada pelo fato de ser possivel
a remoc¢ao da enzima imobilizada do produto final ou pela possibilidade de
mudancga da cinética da reagao. Logo, é inegavel que a estabilidade operacional do
sistema imobilizado apresenta um peso ponderavel na decisao entre enzima livre e
imobilizada (SCHMIDELL et al. 2001).

Segundo Giacomini et al. (1998), os parametros da enzima e do prego da [3-
galactosidase determinam o custo da hidrdlise da lactose ou de formacgéao de GOS.
Além disso, enzimas imobilizadas podem ser reutilizadas varias vezes e ha
possibilidade do desenvolvimento de processos de hidrélise continua que liberam
os produtos livres de enzimas.

Varias enzimas em estado livre sdo administradas por via oral para o
tratamento de doengas como insuficiéncia pancreatica e intolerancia a lactose e
seu uso na forma imobilizada ajuda na resisténcia a atividades proteoliticas dentro
do intestino, além de ndo ser toxico para o corpo e liberar a enzima no requerido
local de agao para tratar uma determinada doenca.

Em geral a imobilizagdo de enzimas em varios suportes possui alguns

beneficios, tais como o uso de processo continuo, o reuso da enzima, o aumento
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da estabilidade enzimatica, a resisténcia a um pH extremo etc. (EL-MASRY et al.,
2001).

No caso particular da imobilizagao, ha ainda a possibilidade de se modificar
as caracteristicas cinéticas da enzima ou ainda modificar a superficie do suporte
para introduzir grupos funcionais que serdo responsaveis pela imobilizagao
(SCHMIDELL et al., 2001).

3.4 Técnicas de imobilizagao de enzimas

A imobilizagao é geralmente conseguida através do contato de um material
utilizado para fixar as células vivas ou enzimas. Este material utilizado para a
imobilizagdo é denominado suporte.

Existem diversos métodos para imobilizacdo enzimatica em variadas
matrizes com diferentes modos de ligagdo em suas superficies. Muitas
modificacdes nos suportes tém sido realizadas e estao evoluindo para atualizar os
protocolos de imobilizacdo para que as enzimas imobilizadas se tornem
compativeis com novas aplicagdes.

A evolucao de novos protocolos de imobilizagdo se concentra principalmente
em: porcentagem de recuperagdo enzimatica, estabilidade operacional,
seletividade e reducao na inibicao por produtos ou qualquer outro componente
presente no meio. Envolve otimizacio intensiva de solugcdes de imobilizacdo para
controlar a interac&o entre a matriz e a enzima e a orientagdo adequada da enzima
para manter suas propriedades cataliticas.

O uso de reagentes toxicos e altamente instaveis durante os processos de
imobilizacdo deve ser reduzido ao minimo. Além disso, os reatores baseados em
enzimas imobilizadas possuem design e controle da reacdo simplificados
(DWEVEDI, 2016).

A B-galactosidase tem sido imobilizada em varios suportes, incluindo
solventes liquidos estabilizados com surfactantes, resinas de troca anidnicas,
esferas magnéticas, malhas de algodao, filmes de polietileno, particulas de
quitosano, etc. Além dos suportes convencionais, as membranas tém sido
utilizadas para a imobilizagado da 3-galactosidase (BARAN et al., 1997).

A seguir serao descritas as técnicas de imobilizagdo enzimatica conforme
classificacao apresentada em Dwevedi (2016).

Na Figura 3.6 esta apresentado um fluxograma com as técnicas utilizadas
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para imobilizagdo enzimatica encontradas na literatura.

Adsorcao

Aprisionamento em Matrizes

METODOS FiSICOS
Porosas

- : -
L o - Microencapsulacéo
Tecnicas de lmOblhzagao Ligacdo Quimica Covalente
de Enzimas
Ligacao Cruzada
METODOS QUIMICOS il

Conjugacao por Afinidade entre
Ligantes

Figura 3.6: Técnicas de Imobilizacdo de Enzimas
Fonte: Adaptado de Dwevedi (2016)

3.4.1 METODOS FiSICOS

As ligagdes enzimaticas em diferentes matrizes via ligagdes fisicas envolvem
forcas de Van der Waals, interagbes hidrofébicas e ligagdes de hidrogénio. O

processo é reversivel pelo controle dos parametros fisico-quimicos.

3.4.1.1 Adsorcéo fisica

Na adsorgao fisica a enzima é aderida ao material do suporte por ligagcoes
ndo covalentes, incluindo interagdes idnicas ou hidrofébicas, liga¢cdes de hidrogénio
e forcas de Van der Waals sem qualquer pré-ativacdo do suporte.

Os materiais mais utilizados na adsorgéo fisica podem ser inorganicos
(alumina, silica, vidro etc.), polimeros naturais (alginato, agar, celulose, etc.) e
polimeros sintéticos (poliacrilamida). Esses materiais tém sido submetidos a
tratamentos superficiais, visando a obtencao de estruturas macroporosas, com o
intuito de se incrementar a capacidade de retengéo do suporte (SCHMIDELL et al.,
2001).

O método de imobilizagdo envolve otimizagdo de variaveis, incluindo pH,
temperatura, natureza do solvente, forca ibnica, concentracdo de enzima e
adsorvente. A enzima é diretamente adicionada a superficie do suporte sem
qualquer remocao de enzima n&o adsorvida durante a lavagem.

O método é simples, com uma ampla variedade de transportadores uteis

para purificacdo e para imobilizacdo enzimatica sem qualquer alteracéo
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conformacional.

3.4.1.2 Aprisionamento em matrizes porosas

O aprisionamento em matrizes porosas envolve ligagdes intercruzadas da
enzima em um polimero (poliacrilamida, alginato, etc.) em qualquer diregéo,
cobrindo quase todas as cadeias laterais presentes na superficie da enzima por
aprisionamento fisico dentro da rede polimérica. Isso permite a permeacao de
substratos de tamanho adequado e a liberagdo de moléculas de produto, o que
garante uma transformacgao continua.

Este método possui varias vantagens: simplicidade, nenhuma alteragao nas
propriedades das enzimas, ndo implica modificacdo quimica e as matrizes estao
disponiveis em varias formas. Dentre as limitacbes deste método de imobilizacao
podemos citar a possivel ocorréncia de lixiviagdo enzimatica; somente substratos e
produtos de pequeno porte podem ser usados; requer equilibrio delicado entre as
propriedades mecanicas da matriz e seu efeito sobre a atividade enzimatica; e a

resisténcia a difusdo tanto de substratos quanto de produto.

3.4.1.3 Microencapsulacao

A técnica de microencapsulacao é caracterizada pela compartimentagao das
enzimas em uma membrana fina ou microporosa. As enzimas sao imobilizadas por
inclusdo em membranas poliméricas semipermeaveis, esféricas e com porosidade
controlada. Estas membranas podem ser feitas de nitrato de celulose e poliestireno
ou de surfactante liquido. Enzimas imobilizadas por encapsulamento tém areas de
superficie extremamente grandes devido ao fato de ter maior eficiéncia catalitica.
No entanto, existem varios relatos sobre a inativacdo ocasional, apesar da
presenca de alta concentragao de enzimas.

Esta técnica é muito utilizada na area farmacéutica, para liberacéo
controlada de férmulas, em defensivos agricolas, usada na liberagao de pesticidas
minimizando perdas, e na industria alimenticia, na preservagao de cor e sabores e

no controle de liberagao de aromas.
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3.4.2 METODOS QUIMICOS

Os métodos quimicos envolvem ligagdes de enzimas em diferentes matrizes

utilizando ligagcdes covalentes ou ibnicas em um processo irreversivel.

3.4.2.1 Ligacao quimica covalente

Quando a enzima esta ligada a matriz por meio de ligagdes covalentes, as
moléculas enzimaticas estéo ligadas diretamente aos grupos reativos presentes na
matriz ou por um grupo funcional, artificialmente ligado a matriz através de varias
reacdes quimicas.

Segundo Schmidell et al. (2001), os suportes sao especialmente
funcionalizados para conter um grupamento quimico que sera responsavel pela
imobilizagdo ao suporte. A literatura descreve varias técnicas que sao utilizadas
para a funcionalizacdo do suporte. Uma das mais utilizadas é a silanizagado de
esferas de vidro, seguida de reagao com glutaraldeido. Esta técnica é considerada,
também, como uma adsorgao quimica.

As matrizes comumente usadas sao naturais (vidro, Sephadex, agarose) ou
sintéticas (acrilamida, acido metacrilico, estireno) e a selecdo de uma determinada
matriz depende do custo, da disponibilidade, da capacidade de ligagao, da
hidrofilicidade, da rigidez estrutural e da durabilidade durante varias aplicagdes.
Este método de imobilizagdo envolve aminoacidos ndo essenciais levando a um
minimo de mudangas conformacionais. Isso ajuda a promover a maior resisténcia
das enzimas imobilizadas para condicdes fisicas e quimicas extremas
(temperatura, desnaturantes, solventes organicos). No entanto, este método leva a
uma maior exigéncia sobre a enzima e as vezes acarreta mudancgas drasticas nas
propriedades conformacionais e cataliticas da enzima, devido a condigdes de
imobilizagado e a concorréncia de grupos amino semelhantes no sitio ativo envolvido

durante a interacdo da enzima com a matriz.
3.4.2.2 Ligacao cruzada
Quando o método quimico se caracteriza por apresentar ligagdes cruzadas,

ocorre a formagao de uma série de ligagdes covalentes entre a enzima e a matriz,

geralmente devido a acao de reagentes multifuncionais (glutaraldeido, glioxal, di-
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isocianatos etc.). A principal vantagem deste método é a sua simplicidade. No
entanto, pode levar a perda de uma grande quantidade de enzimas pela dificuldade
de controle de formagdo das ligagdes cruzadas. Além disso, este método de

imobilizacdo enzimatica sofre limitacbes causadas pela difusio.

3.4.2.3 Ligacao idnica

Quando o método quimico € baseado em ligagbes idbnicas ocorrem
interagdes ibnicas entre as moléculas das enzimas com a matriz carregada. Quanto
maior a densidade de carga da superficie na matriz, maior seria a quantidade de
enzima ligada.

As vezes, além das interacdes idnicas, moléculas de enzimas também sdo
fisicamente adsorvidas a matriz. O método de imobilizacdo enzimatica é
semelhante ao discutido na segédo sobre adsorcao fisica. Ligagao enzimatica
através de interacdes ibnicas durante a imobilizacdo depende do pH da solucéo,
da concentragcao da enzima e da temperatura. As matrizes comumente usadas sao:
derivados de polissacarideos, polimeros sintéticos e materiais inorganicos. Este
método de imobilizacdo leva a mudancas minimas na conformacado enzimatica.
Contudo, é dada especial atengdo a manutencao de forca ibnica necessaria e ao
pH da solugdo em que a enzima imobilizada catalisa uma vez que existe uma maior

chance de desprendimento de enzimas da matriz sob condigdes sub-étimas.

3.4.2.4 Conjugacao por afinidade entre ligantes

No método que envolve a conjugacgéao por afinidade entre ligantes, a ligagao
da enzima a matriz se da pela utilizagao de ligantes especificos. Em alguns casos,
os ligantes estdo naturalmente presentes na enzima, enquanto que em outros
casos sao ligados artificialmente.

Este método de imobilizagdo conduz a mudancas minimas na conformacéao
da enzima, com alta estabilidade e eficiéncia catalitica da enzima imobilizada
devido ao nao envolvimento de residuos do sitio ativo e maior eficiéncia de
imobilizagcdo devido a presenca de altas densidades de ligantes na matriz. As
enzimas imobilizadas por este método encontram diversas aplicacbes em

biotecnologia, diagndstico e medicina.
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3.5 Imobilizacdo de enzimas em membranas

Segundo Palai e Bhattcharya (2013) a enzima pode ser imobilizada na
superficie da membrana por inclusao, gelificagao, adsorcéo fisica, ligagéo ibnica ou
covalente, ou por ligagdo cruzada. O método de adsorgdo possui a melhor
oportunidade de reuso do suporte, mas pode haver perda de enzimas.

As propriedades superficiais de uma membrana podem ser alteradas, por
exemplo, para reduzir a adsorg¢ao ou introduzir grupos especificos que podem ser
utilizados para melhorar a afinidade das membranas. A modificagao também pode
ser usada como um método para alterar as propriedades de separagao de um
material (MULDER, 1996).

As membranas tém varias vantagens na imobilizagdo enzimatica, como a
auséncia de limitagdes de transferéncia de massa e a ampliagdo conveniente pela
adaptacao da area de superficie da membrana disponivel. Além disso, um certo
nivel de separagéo do produto também é alcangado juntamente com a conversao
biocatalitica em biorreatores enzimaticos com membrana (EBRAHIMI et al., 2010).
Normalmente, as separagdes de membrana tém a vantagem de exigir apenas uma
quantidade limitada de energia, porque ndo ha mudanga de fase envolvida em tais
processos (JOCHEMS et al., 2011). Ha também, segundo Rios et al., 2004 apud
Palai et al., 2014, algumas limitagcbes no uso de membranas para imobilizagao
enzimatica, como por exemplo, fouling (incrustagoes).

Na Figura 3.7 é exemplificada a extensa diversidade de membranas

utilizadas para imobilizagao da p-galactosidase encontradas na literatura.

membrana de membrana de
polipropileno VASILEVA et al. PALAl PVDF
ativada com (2016) BHATTACHARYA microporosa
glutaraldeido _/ (2013) —_ hidrofébica
membrana de membrana de
PVDF PALAI et al. (2016) PALAI et al. (2014 PVDF
microporosa / N - et al. ( ) microporosa
MATERIAIS DE \ hidrofébica
membranade gy pya et al, MEMBRANAS
polipropileno membrana plana de
o (2012) UTILIZADAS POR o
modificada JOCHEMS et al. matriz mista com
ALGUNS AUTORES (2011) olissulfona e dioxido
membrana de PARA IMOBILIZAR A B- ~— ~ ge reBnio
natjoﬂbras de MISSON et al. GALACTOSIDASE
poliestireno 2016 MOHAMED et al. membrana de nao-
PSNF (2016) tecido fibroso de PET
membrana de EL-MASRY et al. membrana de
nylon (2001) triacetato de
membrana de SEN et al. (2011) celulose (CTA) e
acetato de de polietersulfona

celulose (PES)

Figura 3.7 — Materiais das membranas utilizadas para imobilizagdo da p-galactosidase.
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4 METODOLOGIA

No presente estudo foi realizada uma revisédo de literatura para identificar
pesquisas que utilizaram membranas como suporte para imobilizacdo da enzima
lactase, bem como avaliar as técnicas e parametros 6timos utilizados para esta
imobilizacao.

A busca bibliografica foi realizada em setembro e outubro de 2017, nas
bases de dados Science Direct, Scopus e Scielo e nas bibliotecas eletrénicas
Periodicos Capes e Google Académico. Foi utilizada como estratégia de busca a
combinagao dos seguintes descritores nos idiomas portugués e inglés: imobilizagédo
de enzimas, galactosidase, lactase, lactose, membranas, hidrélise de lactose e
hidrolise enzimatica. Foram incluidos no estudo artigos disponiveis na integra,
publicados em portugués ou inglés, a partir de 2010.

Inicialmente foi identificado um grande numero de artigos nas bases de
dados (Tabela 1). Foi realizada uma selegao a partir da leitura de titulo e resumo.
Foram selecionadas as publicagdes que trataram do uso de membranas para
imobilizacdo da p-galactosidase para hidrélise da lactose e artigos que utilizaram

membranas para imobilizacdo dessa enzima para outros fins.

Tabela 1 — Sintese da busca inicial nas bases de dados e bibliotecas eletronicas.

BASE DE DADOS
DESCRITORES -
EE0gE HeIEEE Scopus Capes Scielo
Scholar Direct P P
imobilizagdo de enzimas 1.030 6.042 7.014 61 43
“imobilizagdo de enzimas” lactose 184 436 101 3 1
imobilizagdo de enzimas 658 2863 782 y 0
membranas
hidrdlise lactose membrana 4.140 3.547 58 10 2
galactosidase 40.900 19.795 11.038 185.646 98
hidrdlise enzimas lactase 4.000 784 66 6 0

A partir dos artigos incluidos nesta revisdo foi realizada a andlise e a

integracdo das informacgbes obtidas. Além disso, buscou-se também algumas

referéncias citadas nestes artigos para aprofundar o assunto tratado.
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5 REVISAO DE LITERATURA

A seguir é apresentada a Tabela 2 com os estudos encontrados que utilizaram membranas como forma de imobilizagdo da -

galactosidase para hidrolise de lactose. Estdo resumidos os objetivos do estudo, o método de imobilizagdo, o material do suporte utilizado

e os resultados obtidos.

Tabela 2 — Estudos que utilizaram membranas para imobilizagdo da -galactosidase para hidrélise da lactose.

galactosidase e comparar a
estabilidade e a atividade
com as enzimas livres.

(8500 U/g)

octaédrica; 20 nm)
funcionalizados com
glutaraldeido.

imobilizadas (87% atividade inicial apés 5
usos); aumento gradual e constante da
hidrolise da lactose para imobilizadas com o
tempo e diminui¢do rapida para livres.

Item Objetivo do Estudo Met(_)_do d~e Enzima utilizada Material do Suporte Resultados Ref. (ano)
Imobilizagao
Nanotubos de Parametros 6timos encontrados:
Modificar e caracterizar os carbono de paredes | pH 7,0 para ambas imobilizadas e livres;
nanotubos de carbono de B-galactosidase de multiplas (tamanho | temperatura 40 °C para livres e 50 °C para
paredes  multiplas  para S i Kluyveromyces de particula 50 a imobilizadas.
1 imobilizar a f-galactosidase e ngi%izlgﬂltrglca lactis 21000 U/g 60 nm; folhas de Maior retengdo da atividade para '278(2A;|3§t
comparar a hidrolise da (Unidades de grafita cilindricas de | imobilizadas (89% da atividade inicial apés 6 ’
lactose em enzimas ONPG/min'1) didmetro até 100 nm) | usos); aumento gradual e constante da
imobilizadas e livres. funcionalizados com | hidrdlise de lactose para imobilizadas com o
glutaraldeido. tempo e diminui¢do rapida para livres.
Parametros 6timos encontrados:
Sintetizar e modificar a Nanodiamantes pH_4,5 para .ambas |mol?|l_|zadas e livres e
iy . . maior estabilidade da atividade com o pH
superficie de nanodiamantes (nanoparticulas de . - i o
; . para imobilizadas; temperatura 50 °C para
com  glutaraldeido  para B-galactosidase de carbono com ambas ANSARI et
2 imobilizagao da B- Ligagao cruzada Aspergillus oryzae arquitetura Maior retencio de atividade para | al. (2015)




DEQUI / UFRGS — Gabriel PIa Matielo Lemos

21

Tabela 2 — Continuagao

Item Objetivo do Estudo Ir'\rfc?lt)(;idzc;ggo Enzima utilizada Material do Suporte Resultados Ref. (ano)
Parametros 6timos encontrados:
pH 7,5 para ambas imobilizadas e livres;
Imobilizar a p-galactosidase ﬁ-galz;ctos%dase Ide ;edrggfvriz’g{ra 50 °C para livre e 55 °C para a
or ligacéo uimica D o scherichia coli . x o .
3 E:)ovalenteg eg compaqrar 0s Ligacdo quimica 300 U/mg Membrana de poli(2- Maior rgteng_a_o de ?“‘"Sade apos 15.“.898 BARAN et
- . covalente ! . o ; para as imobilizadas: 95% da atividade inicial
_parar_n_etros das enzimas (adsorgao quimica). (Unidades de hidroxietilmetacrilato) e 50% para livres. al. (1997)
:ir\r;roebslllzadas com as enzimas ONE)i_i/mg)de A capacidade de armazenamento aumentou
) P ' com a imobilizagdo. Apés 7 dias, a atividade
relativa foi de 80% para adsorvida, frente a
50% para livre.
Estimar a capacidgde de Merrr;?:iinr?\izltzn:ede
|mob!I|z~aQaO da} enzima em polisulfona contendo | Parametros 6timos encontrados:
condigoes ~ otimas . de a4 B-galactosidase de dioxido de zircbnio pH 7,0; temperatura 25 °C; diluigdo 50 vezes; JOCHEMS
concentragdo de enzima, | Adsorgao direta na Kluyveromyces preparada por tempo de contato 60 minutos. tal
4 temperaturaH, tempo  de merEbranaNpor lactis (75000 umol inversao de fases Maior retencgao da atividade apds 7 dias para 260?1'
;oerz]rt\iticr)nz FI)ivrg C(;r;péca)gasrec;sg submersao. ONPG min™ g™ (espessura 500 um, | imobilizadas (60% da atividade inicial) que ( )
os impactos significantes da permeabilidadezde para livres (46%).
imobilizacao. agua 296 Llh.m" e
13,8 kDa de MMC)
Parametros 6timos encontrados:
pH 4,5 para enzimas livres, pH 5,0 para
Nanocompésito de imobilizada por ligagdo cruzada e pH 6,0
para ligada covalentemente; temperatura
nanotubos de 50 °C para ambas livres e imobilizadas
Desenvolver um método Ligagao quimica B-galactosidase de carbo’nc_> de paredes Maior resisténcia 3 desnaturagéo. por | KHAN et
5 efetivo d_e imobilizagéo da p- | covalente e ligagéo | Aspergillus oryzae multllplas comI temperatura para imobilizadas (46% e 78% | al. (2017)
galactosidase. cruzada. (24,67 U) polltanl mahcoclj)a to da atividade inicial) frente a livres (5%).
,( amanno de Maior retencdo da atividade apos 10 usos
particula 18 a 23 nm) para imobilizadas por ligagado cruzada (92%
da atividade inicial) que para as adsorvidas
por ligacdo quimica covalente (74%).
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Tabela 2 — Continuagao

Método de

de fibra oca. Avaliar o reuso
da enzima imobilizada em um
modulo de membrana
continuo.

Apéds 10 h a hidrdlise foi de 91%.
A retengdo da atividade enzimatica apds 20
ciclos foi de 70%.

Item Objetivo do Estudo Imobilizago Enzima utilizada Material do Suporte Resultados Ref. (ano)
Estudar a hidrélise da lactose Membrana de Maior retengdo da atividade apds 6 usos
6 de soro de leite deproteinado Ligacso cruzada lactosid polietersulfona consecutivos para imobilizadas (90% da | SEN etal.
por imobilizagcdo da pB- gac p-galactosidase (30 kDa; diametro atividade inicial) e 5% menos perda por (2016)
galactosidase em membrana. 4,8 cm) lixiviagao.
Parametros 6timos encontrados:
pH entre 6,8 e 7,4 para as imobilizadas e 7,1
Membrana de para as livres; temPeratura 40 a43°C c[’)ara
polipropileno |m_o_b|I|zadas e 37 Q_para I|vrgs; A 50 °C a
. ; : atividade para imobilizadas foi 60% e para
Desenvolver uma membrana | Ligacgdo cruzada e [3-g_a|act03|dase funcionalizada livres 10,7%. VASILEVA
7 funcionalizada para Ligacdo quimica isolada de (espessura 150 um, Maior ati’vidade relativa (92,77%) obtida com etal
. . . Escherichia coli porosidade efetiva de o
imobilizar a p-galactosidase. covalente. 151 U/mg 90% e tamanho membrar_1a o modificada por (2012)
' médio de poro de hexametilenodiamina.
A capacidade de armazenamento aumentou
0.2 pm) com a imobilizagio. Apos 300 dias, a
atividade relativa se manteve em 90% da
capacidade inicial, frente a 45% para a livre.
O.tlm’lgar as condigoes de Parametros étimos:
h|droI|se_ da Iactos_e por f- Para imobilizadas: pH 6,8, temperatura 40 °C
galabqlt_osgase livre e e 10 h. Para livres: pH 7,1, temperatura
g;}elgdz: a em um processo [3-g_alactosidase Mer_nbrapa de 37 c(?_ - |
Estudar .a estabilidade da isolada de polipropileno A hl_qrollse Qa Iactosg com a enzima
: C . Escherichia coli (espessura 150 um, | imobilizada foi 60% mais eficaz que com | VASILEVA
g |°enzZma € encontrgr s Ligagdo cruza’da via 151 U/mg porosidade efetiva de | enzimas livres e a estabilidade foi 2 vezes etal.
condigcbes otlma_s de hidrdlise glutaraldeido (Unidades de 90% e tamanho maior. (2016)
de soro d,e leite para um ONPG/mg de médio de poro de Parametros otimos da membrana para
reator continuo de membrana proteina). 0,2 um). processo continuo: 100 cm” e 1,0 mL/min.
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A seguir é apresentada a Tabela 3 com os estudos encontrados que utilizaram membranas como forma de imobilizagdo da -
galactosidase para outros fins, tais como produc¢do de galactooligossacarideos pela transgalactosagao da lactose. Foram considerados
esses estudos para fins de comparagao da manutencgéo da atividade enzimatica e da estabilidade da imobilizagao (retengdo da enzima no

suporte).

Tabela 3 — Estudos que utilizaram membranas para imobilizagdo da [3-galactosidase para outros objetivos.

ltem Objetivo do Estudo In'\fc?kt)(;idzc:agéeo Enzima utilizada Material do Suporte Resultados Ref. (ano)
Estudar a atividade de Membrana de
membranas de nylon . nylon/poli- Parametros 6timos:

1 funcionalizadas com Ligacso cruzada [i\-galact_;;&dase de butilmetacrilato pH 4,5 para ambas imobilizadas e | EL-MASRY
butilmetacrilato para gagao sp%r%l J/S oryzae (espessura 150 um | livres, temperatura 45 a 51 °C para | etal. (2001)
imobilizar a B- ®, mg). e tamanho de poro | livres e 62 a 66 °C para imobilizadas.
galactosidase. 0,2 um)

Membrana de
|
de p-galactosidase em B-galactosidase de (tamanho de poro | Temperatura 10 a 15 °C (maiores

> membrgna de Ligagao quimica Kluyveromyces lactis 0,8 um)e atividades enzimaticas). . ENGEL et al.
cromatografia de troca covalente (2000 U/g) membrana de A conversao da lactose variou entre 53 (2007)
ibnica para sintese de ' celulose reforcada | e 82% dependendo do fluxo pela
galactooligossacarideos. (tamanho de poro > | membrana.

3 um)
Desenvolver um método Membrana plana Par?rgetros otlmtos. 25 °C
efetivo de imobilizagcéo da Adsorcgédo direta . assimétrica de br /.Y, ‘empera‘ura . ane : ¥
3 B-galactosidase em (ligagao quimica p-galactosidase de_ ultrafiltragcao de R_etengao de atividade: 90% apos 5 GULEC
9 gagao g Kluyveromyces lactis. ciclos para a membrana de acetato de (2013)
membranas de acetato de covalente) 4 4 acetato de celulose o .
: : celulose com polietilenoimina
celulose funcionalizadas. (0,2a5,0 um) (0,01-0,02 mg/mL).
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Tabela 3 — Continuagao

ltem Objetivo do Estudo Irw(()al:tﬁ?z%g;o Enzima utilizada MgLeF)r:)aIJt:o Resultados Ref. (ano)
Imobilizar a B-
galactosidase em uma Ir\w/laer?(;:‘)i[)arzg g: Ganho de formagao de GOS: 28% para
4 membrana de nanofibras | Adsorc¢éo (ligacéo B-galactosidase de oliestireno imobilizadas e 9% livres ap6s 1 h, mas | MISSON et
de poliestireno | quimica covalente) Kluyveromyces lactis. (PSFI)\IF) fabricadas | 2 conversdo de lactose foi de 86% para al. (2016)
funcionalizada or - livres frente a 41% para imobilizadas.
p
o - por eletrospinning.
oxidagao superficial.
Estudar a imobilizar da p-
galac;o&dase ;m urSE Ligacs - Membrana plana | Parametros 6timos para formagéo de
5 ][nem rar|1_a d © \I/g?sr?tz c:}ullim;caéo B-galactosidase de de ultrafiltracdo de | galactooligossacarideos: NATH et al.
unl.C',?.lna Izada PE| com | cova ruzad gac Bacillus circulans. polietersulfona temperatura 45 °C, 0,045 M substrato, (2013)
polietilenoimina (PEI) ou cruzada. (MMC de 1,0 kDa) | 25 mL/h alimentago.
com glutaraldeido em um
biorreator de membranas.
Imobilizar a B- Membrana A maxima . formacdo de GQS
galactosidase em uma hidrofébica _ot.)s.ervada foi de 28% a concentragéo
membrapa de PVDF para Ligagao cruzada na microporosa de inicial de ~Iactose _de 200 g/L e
conversao da lactose em membrana de PVDF (tamanho de concentragado de enzima de
GOS e investigar a 12000 kU/L. Foi observado que a
e PVDF tratada com . poro de 0,22 um, = s .
influéncia da solucio aquosa de B-galactosidase de espessura de formacdo maxima de GOS aumentou PALAI;
6 concentragdo de lactose Iut%raldgl’do 4% Bacillus circulans 125 P diamet com o aumento da concentragao inicial | BHATTACH
na formacdo de GOS. 9 ’ (1,2 U/mg). um, dlametro | jo |actose. Os testes na membrana | ARYA (2013)
] : L (v/v) para melhorar 0,047 m, C oA
Além disso, foi feito o idade d idade de 75% mostraram um aumento na resisténcia
estudo cinético do Iiaacagsiojalznti porosiaa eb'l'(caj d ° | da membrana com a repeticdo da
mecanismo da reagao e gac ' e pe:jmeg lidade imobilizagao e a atividade da enzima se
avaliar a vida util da 900% aL?#?nz reduziu para 57% do valor inicial apds
membrana. T a segunda imobilizagao.
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Tabela 3 — Continuagao

ltem Objetivo do Estudo IMet(_)_do dNe Enzima utilizada Material do Suporte Resultados Ref. (ano)
mobilizagao
Maxima formagéao de GOS: 30% apods
60 h, conc. lactose inicial 50 g/L,
. . 0,5 mL/min de taxa de alimentagao e
Ir?v?s_tlgar e aval|~ar a 1,5 mL/min de taxa de recirculagdo a
cinética _de formag;ao de Membrana de PVDF | 40 °C. Foi observado que a seletividade
galactoollgoss_acarldegs . microporosa para GOS aumentou e que houve uma
(GQS) com allmentggao e B-galact_o&dase de hidrofbica (tamanho | leve reducéo na producéo de GOS com
recw_culagao parmgl a Bacillus c_:lrculans grau de poro 0,22 um, o0 aumento da concentragao inicial de
partir de uma solugao de Lo comercial (1,2 Units - PALAI et al.
7 lactose. Estudos foram Ligagao cruzada ONPG/mg de p6 diametro 0,047 m, lactose. (2014)
N : 40 °C espessura 125 um, | Apds 30 dias, a atividade enzimatica
rea.llzados para Obse[\/aro enzimaa 4l - e porosidade de 75% e | relativa foi de 50% inicial para
efeito da concentragéo de pH 6,0 em 1 minuto). permeabilidade de | imobilizadas frente a 100% de perda
lactose e da taxa de agua 9000 L/h.m?). | para a livre ap6s 21 dias.
alimentagao na formagao O modelo cinético desenvolvido
de GOS. mostrou muito boa concordancia com
os resultados simulados mesmo a
baixas concentragdes de lactose.
Parametros otimos para o]
bioconjugado poli-n-isopropilacrilamida
. . pH 5 para imobilizadas e pH 6 para
Imoblllza_r a enzima - Membrana de PVDF | livres, temperatura 60 °C.
galactosidase em uma microporosa Estabilidade ao armazenamento:
membrana e utilizar C s . . _ . : L ; . PALAI et al.
8 . o Ligagao cruzada B-galactosidase hidrofébica (tamanho | Apds 30 dias a atividade residual foi de 2016
polimeros . mtelllgentNeS de poro 0,22 um, 70% para imobilizada e perda da ( )
para bioconjugagao diametro 0,047 m). | atividade para livres apos 20 dias.
enzimatica. Apods 10 usos consecutivos ainda era
possivel um produzir um ganho de 10%
de galactooligossacarideos.
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6 DISCUSSAO E CONSIDERAGOES

De modo geral, observa-se que as membranas podem ser utilizadas como
um eficiente suporte de imobilizagdo de enzimas.

A imobilizacdo enzimatica é alcangada por interacbes complexas entre a
enzima e o0 suporte e, apesar de haver muitos estudos sobre imobilizagao
enzimatica (conforme apresentado na Tabela 1), verificou-se que as interagdes
entre a enzima e a membrana ainda sao pouco entendidas e cada sistema
necessita sua propria otimizacao de parametros.

Durante a imobilizacdo enzimatica ocorre uma modificacdo do
microambiente devido a variadas interacbes das matrizes com os substratos e
produtos de acordo com suas propriedades fisico-quimicas. Observa-se que a
imobilizagdo causa uma melhora significativa nas propriedades da p-galactosidase,
como a estabilidade a um alto ou baixo pH e maior temperatura mantendo a
atividade.

Dentre os autores pesquisados que utilizaram membranas como suporte de
imobilizagdo da p-galactosidase para hidrélise da lactose (Tabela 2), a maioria
comparou parametros das enzimas livres e imobilizadas, tais como pH,
temperatura, retengao da atividade enzimatica, estabilidade ao armazenamento, e
observaram ganhos expressivos em todos os parametros para enzimas

imobilizadas frente as enzimas livres.

6.1 Parametros 6timos: pH

Dependendo da natureza e das cargas na superficie do suporte e da fonte
da enzima, o pH étimo é alterado para as enzimas livres ou imobilizadas (KHAN et
al., 2017). Ainda, segundo Vasileva et al. (2012), o pH 6timo de imobilizagdo da
enzima depende do tipo de ligante, do método de ativagdo da membrana, do
método de imobilizacdo enzimatica. O pH 6timo pode ser mantido ou deslocado
para uma regido mais alcalina ou mais acida em relagédo as enzimas livres e a
mudanca observada no perfil das curvas do pH 6timo ocorre pela distribuicdo
desigual de cargas no microambiente da enzima imobilizada. Esta modificagédo
pode ocorrer pela introducéo de cargas positivas, por exemplo, grupos carboxilicos
(deslocamento para lado alcalino) ou por cargas negativas, como grupos aminicos

(deslocamento para o lado acido).
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Pode-se observar, pelo estudo de El-Masry et al. (2001), que para as
enzimas imobilizadas o perfil de dependéncia do pH pela atividade é maior do que
o da enzima livre, ou seja, o range de pH 6timo (atividade enzimatica relativa maior
que 95%) foi maior para enzimas imobilizadas que para livres, o que garante ao

biocatalisador maior prote¢cao contra agentes desnaturantes.

6.2 Parametros 6timos: temperatura

A partir dos estudos analisados observa-se, também, que ocorre mudanca
na temperatura ideal para enzimas imobilizadas para temperaturas mais elevadas.
Segundo Dwevedi (2016), a desnaturagdo da enzima € menos observada devido a
protecdo de aminoacidos no sitio ativo, bem como na superficie, enquanto a
conversao do substrato continua em temperaturas maiores. A extensao do
deslocamento 6timo da temperatura para as enzimas imobilizadas depende do tipo
de matriz, bem como das interacdes entre as enzimas e a matriz.

Nos estudos de El-Masry et al. (2001) também foi observada essa mudancga
para temperaturas mais elevadas, o que indica que o processo de imobilizacao
fornece maior resisténcia contra inativagdes térmicas e preserva a estrutura ativa

do biocatalisador se comparado com o uso na forma livre.

6.3 Parametros 6timos: estabilidade enzimatica e ensaios de
reutilizagao

A estabilidade das enzimas imobilizadas pode aumentar ou diminuir
dependendo do tipo de matriz e pela interagao entre a enzima e a matriz. Para que
seja observada uma boa estabilidade € necessario avaliar o suporte de
imobilizacdo, as condi¢des de imobilizagao e a rigidez das ligagdes multipontuais.

O ensaio de reutilizagao proporciona o calculo efetivo do custo para o uso e
a viabilidade econémica nos processos de catalise enzimatica (KHAN et al., 2017).
Segundo Sen et al. (2016), apesar do alto valor inicial esperado na técnica de
imobilizacdo e na fabricacdo da membrana, o custo sera reduzido em fungao da
reutilizagao do biocatalisador. Para Vasileva et al. (2012), a atividade catalitica e a
estabilidade estdo entre as caracteristicas mais importantes das enzimas e, em
alguns casos, sao consideravelmente maiores para diferentes efeitos fisico-

quimicos em comparagao com as enzimas livres.
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6.4 Comparacao dos resultados

Comparando-se os estudos apresentados na Tabela 2 e na Tabela 3 em

relacdo a reutilizacdo e a estabilidade enzimatica, observa-se que ha um ganho

significativo para as enzimas imobilizadas frente as enzimas livres. Vale ressaltar

que, nos estudos apresentados na Tabela 3, ndo foram utilizadas membranas para

hidrolisar a lactose, mas para formar galactooligossacarideos.

Na Tabela 4 estdo apresentados diversos estudos salientando os sistemas

6timos com enzimas imobilizadas estudados pelos autores. Além disso, estido

demonstrados os resultados quanto a manutencido da atividade enzimatica pelo

reuso em ciclos e quanto a retencio da atividade enzimatica ao armazenamento.

Tabela 4 — Resultados dos sistemas 6timos estudados por diferentes autores.

Ref. (ano)

Sistema 6timo estudado pelo autor

Manutengao da
atividade pelo reuso

Retencgao da atividade
ao armazenamento

ANSARI et al.
(2013)

Nanotubos de carbono de paredes
multiplas; Ligagao quimica covalente; p3-
galactosidase de Kluyveromyces lactis;

pH 7,0; temperatura 50 °C.

Apds 6 usos manteve
89% da atividade inicial.

ANSARI et al.
(2015)

Nanoparticulas de carbono; Ligagao
cruzada com glutaraldeido; -
galactosidase de Aspergillus oryzae;
pH 4,5; temperatura 50 °C.

Apods 5 usos manteve
87% da atividade inicial.

BARAN et al.
(1997)

Membrana de poli(2-
hidroxietilmetacrilato); Ligagdo quimica
covalente; p-galactosidase de
Escherichia coli;
pH 7,5; temperatura 50-55 °C.

Apods 15 usos manteve
95% da atividade inicial.

Apés 7 dias a atividade
relativa foi de 80% da
atividade inicial.

JOCHEMS et
al. (2011)

Membrana plana de matriz mista de
polisulfona com diéxido de zircdnio;
Adsorcéo direta; B-galactosidase de
Kluyveromyces lactis; pH 7,0;
temperatura 25 °C; tempo de contato
1h.

Apés 7 dias a atividade
relativa foi de 60% da
atividade inicial.

KHAN et al.
(2017)

Nanocompésito de nanotubos de
carbono de paredes multiplas com
polianilina cobalto; Ligagéo quimica

covalente e ligagao cruzada; f3-
galactosidase de Aspergillus oryzae;

pH 5,0 (ligagao cruzada) e pH 6,0

(ligagao quimica covalente);
temperatura 50 °C.

Apods 10 usos manteve
92% da atividade inicial
(ligagao cruzada) e 74%
(ligagao quimica
covalente)

SEN et al.
(2016)

Membrana de polietersulfona
funcionalizada com glutaraldeido;
Ligacdo cruzada; p-galactosidase;

Apods 6 usos manteve
90% da atividade inicial.

VASILEVA et
al. (2012)

Membrana de polipropileno
funcionalizada com
hexametilenodiamina; Ligagao cruzada
e Ligac&o quimica covalente; p-
galactosidase isolada de Escherichia
coli; pH entre 6,8 e 7,4;
temperatura 40 a 43 °C.

Apéds 300 dias a
atividade foi de 90% da
atividade inicial.
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Tabela 4 — Continuagao

Ref. (ano)

Sistema étimo estudado pelo autor

Manutengao da
atividade pelo reuso

Retencgao da atividade
ao armazenamento

VASILEVA et
al. (2016)

Membrana de polipropileno
funcionalizada com glutaraldeido;
Ligagao cruzada; p-galactosidase

isolada de Escherichia coli; pH 6,8;
temperatura 40 °C; tempo de contato
10 h.

Apods 20 usos manteve
70% da atividade inicial.

GULEC
(2013)

Membrana plana assimétrica de
ultrafiltracao de acetato de celulose
funcionalizada com polietilenoimina;

Ligacao quimica covalente; p-
galactosidase de Kluyveromyces lactis;
pH 7,0; temperatura 25 °C.

Apods 5 usos manteve
90% da atividade inicial.

PALAI,
BHATTACHA
RYA (2013)

Membrana hidrofébica microporosa de
polifluoreto de vinilideno (PVDF)
funcionalizada com glutaraldeido;
Ligacdo cruzada; p-galactosidase de
Bacillus circulans;

PALAI et al.
(2014)

Membrana hidrofébica microporosa de
polifluoreto de vinilideno (PVDF);
Ligacdo cruzada; p-galactosidase de
Bacillus circulans;

Apés 30 dias a atividade
relativa foi de 50% da
atividade inicial.

PALAI et al.
(2016)

Membrana hidrofébica microporosa de
polifluoreto de vinilideno (PVDF) com
polimeros inteligentes para
bioconjugacao; Ligagao cruzada; p-

galactosidase; pH 5; temperatura 60 °C.

Apods 10 usos
consecutivos ainda era
possivel um produzir um
ganho de 10% de
galactooligossacarideos.

Apés 30 dias a atividade
foi de 70% da atividade
inicial.

Pela analise dos dados apresentados na Tabela 4, percebe-se que as

técnicas de ligacdo quimica covalente ou de ligacdo cruzada com glutaraldeido

foram bastante utilizadas. Segundo Khan et al. (2017), o glutaraldeido € o reagente

mais utilizado para modificagdo da estrutura das enzimas e do suporte. Ele interage

com O grupo amino primario da enzima e faz uma ligagdo cruzada intermolecular

entre as moléculas da enzima e do suporte. Além disso, em relagdo ao reagente

utilizado para funcionalizar o suporte, € esperado que seja utilizado o de menor

impacto ambiental

funcionalizacao.

e que sejam necessarias menos etapas para esta

Dentre os materiais utilizados pelos diferentes estudos, destaca-se o

trabalho de Khan et al. (2017), em que foram utilizados nanotubos de carbono. Os

autores alegam que esses materiais tém sido pesquisados para uso como suporte

devido as excelentes propriedades elétricas e mecanicas. Nanotubos de carbono

também foram utilizados nos estudos de Ansari et al. (2013) para imobilizagao da

B-galactosidase. Ambos os autores obtiveram melhores resultados para as enzimas

nas formas imobilizada frente as enzimas livres.
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Em relagdo a retencao da atividade enzimatica pelo reuso, Baran et al.
(1997) e Khan et al. (2017) obtiveram os melhores resultados em comparagédo com
os demais, mesmo utilizando sistemas diferentes.

Em relacao a retengao da atividade enzimatica pelo armazenamento, apos
300 dias, Vasileva et al. (2012) conseguiram resultados expressivos, mantendo
90% da atividade inicial utilizando uma membrana de polipropileno funcionalizada
com hexametilenodiamina. Os autores ainda esclarecem que a membrana
hidrofébica de polipropileno € adequada para a imobilizagdo de enzimas e para
hidrélise de soro do leite devido a esse material possuir baixa adsorcdo de

proteinas e, desta forma, resultar em baixo fouling (incrustagdo) na membrana.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi realizada uma revisdo de literatura para estudar a
imobilizagdo da enzima B-galactosidase em membranas para hidrélise da lactose.

Embora seja dificil fazer a comparagao direta dos estudos em fungdo de
haver diferentes materiais de membranas e reagentes utilizados para funcionaliza-
las, os resultados convergiram para obtencao de parametros 6timos para enzimas
imobilizadas frente as enzimas livres.

Quanto a possivel reutilizagdo das enzimas em mais ciclos de hidrélise, o
sistema que utilizou a membrana de poli(2-hidroxietilmetacrilato) como suporte de
imobilizagdo da p-galactosidase de Escherichia coli por ligagdo quimica covalente
e pH e temperatura 6timos, 7,5 e 50 °C manteve 95% de retencao da atividade
apos 15 ciclos de reuso. Para o sistema com o nanocompdsito de nanotubos de
carbono de paredes multiplas com polianilina cobalto como suporte de imobilizacao
da p-galactosidase de Aspergillus oryzae por ligagdo cruzada em pH 5,0 e
temperatura 50 °C, foi obtida 92% de retencao da atividade apds 10 ciclos de reuso.
Conclui-se que, apesar dos sistemas possuirem condicbes diferentes de
imobilizagdo enzimatica, os resultados foram satisfatérios para ambos.

Quanto a retencao da atividade enzimatica com o armazenamento, o sistema
que utilizou a membrana de polipropileno funcionalizada com hexametilenodiamina
como suporte de imobilizagdo da p-galactosidase isolada de Escherichia coli por
ligacado cruzada em pH entre 6,8 e 7,4 e temperatura entre 40 a 43 °C, manteve
90% da atividade enzimatica inicial apos 300 dias.

Finalmente, acredita-se que a partir deste estudo sera possivel referenciar
futuros trabalhos para a escolha de um sistema de parametros 6timos para hidrélise
de lactose pela p-galactosidase imobilizada em membranas. Adicionalmente,
estabelecer critérios com base nos resultados da pesquisa para 0 uso em

biorreatores de membranas.
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