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RESUMO

A atratividade da producéo de galacto-oligossacarideos (GOS) para aplicar em
alimentos se da principalmente pela sua funcao prebidtica, estimulando seletivamente
0S microrganismos probiéticos. Além disso, auxilia na saude e pode ser aplicado em
formulas lacteas infantis que substituem o leite materno. Uma forma de sintetizar GOS
€ por meio de enzimas, proteinas muito importantes na industria de alimentos. A
enzima B-galactosidase em presenca de solucao concentrada de lactose é capaz de
produzir GOS através da reacdo de transgalactosilacdo. Para viabilizar o processo, a
imobilizacdo de enzimas se destaca como uma forma de aprimorar o método, uma
vez que apresenta varias vantagens como a possibilidade de recuperacéo da enzima
e sua reutilizacdo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi estudar a producéo
continua em reator de leito fixo a partir de B-galactosidase de Aspergillus oryzae
imobilizada em esferas de quitosana reticulada com genipina. Para a imobilizacéo da
B-galactosidase, esferas de quitosana foram entrecruzadas com genipina em uma
concentracdo de 1,5 mg mL* por 1 h a 60°C e, posteriormente, colocadas em contato
com uma solugdo enzimatica com 10 U mL* por 18 h. Para a verificacdo da atividade
da enzima imobilizada, assim como os parametros de rendimento, eficiéncia do
processo e atividade recuperada, foi utilizado como substrato o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) em uma reacao de 3 min. A sintese de GOS em reator de
leito fixo foi avaliada em dois sistemas diferentes, um utilizando esferas porosas e
outro com esferas ndo porosas, a partir de uma solucao de lactose com mesmo fluxo
e concentracdo (300 g L), e comparadas em relacdo ao tempo de residéncia,
rendimento, producdo de GOS e produtividade. A quantificacdo das concentracdes
dos produtos de reacdo foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). A producdo de GOS utilizando esferas porosas apresentou uma maior
produtividade (164,11 g L"*h't) em comparacdo com o sistema ndo poroso (88,33 g L
1'h'1). Os dois reatores permaneceram em funcionamento por 25 dias e os dados
demonstram a viabilidade da aplicacdo das esferas porosas para este tipo de

bioprocessos.

Palavras-chave: Galacto-oligossacarideos, Enzima imobilizada, (-galactosidase,

Reator de leito fixo, Bioprocesso.
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1 INTRODUCAO

A preocupacao com a saude e o impacto dos alimentos no corpo e no ambiente
tém crescido consideravelmente nos ultimos tempos. A figura do alimento ndo esta
relacionada apenas a saciar a fome, mas também o quanto pode contribuir para o
fornecimento de nutrientes e auxiliar na saude. Os galacto-oligossacarideos séo
exemplos de alimentos funcionais que estéo diretamente relacionados com a saude,
uma vez que desempenham a funcdo de prebibtico, ou seja, contribuem para o
desenvolvimento dos microrganismos presentes no trato gastrointestinal,
proporcionando beneficios a satude (Gibson et al., 2017; GIBSON & ROBERFROID,
1995). Esses ingredientes se destacam no ramo alimenticio pois, além de trazerem
varios beneficios para a saude, apresentam propriedades que possibilitam a aplicacéo
em férmulas infantis usadas para complementar ou substituir o leite materno.

Os galacto-oligossacarideos podem ser sintetizados a partir de enzimas, que
séo proteinas importantes na industria de alimentos capazes de promover e acelerar
reacdes quimicas. A aplicacdo das enzimas na industria em sua forma livre dificulta a
recuperacdo e reutilizagcdo, tornando o processo mais oneroso. A imobilizacéo
enzimatica tem potencial para reverter essa situacdo uma vez que permite a
recuperacdo da enzima e a sua reutilizacdo. Além disso, possibilita aumentar a
estabilidade do biocatalisador, melhorar o controle da reac&do e o uso em reatores de
biocatalise de fluxo continuo. Neste trabalho, foi utilizada a B-galactosidase de
Aspergillus oryzae, enzima capaz de hidrolisar a lactose em glicose e galactose e, por
reacdo de transgalactosilacéo, sintetizar galacto-oligossacarideos.

Para a imobilizacdo enzimatica, diversos materiais podem ser utilizados como
suporte, entre eles, a quitosana, substancia que apresenta baixa toxicidade, €&
biocompativel, biodegradavel, bacteriostatica, versatil e, além disso, possui baixo
valor agregado pois € obtida a partir do residuo da industria pesqueira. Para avaliar o
desempenho do processo, alguns parametros podem ser variados, como a porosidade
do suporte.

O método de ligacdo covalente para a imobilizacdo da enzima requer a
modificacdo da superficie por meio de um agente reticulante. A genipina é um dos
agentes com maior destaque pois reage muito bem com proteinas, € um composto de

origem natural (extraida da fruta jenipapo) e apresenta baixa toxicidade.
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A partir disso e considerando o potencial dos galacto-oligossacarideos na
alimentacdo e na industria de alimentos, o objetivo deste trabalho € estudar a
producdo continua de galacto-oligossacarideos a partir de [(-galactosidase de

Aspergillus oryzae imobilizada em esferas de quitosana reticulada com genipina.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PREBIOTICOS

O termo prebidtico pode ser definido como um componente alimentar ndo
digerivel que afeta de forma benéfica os microrganismos hospedeiros de maneira a
estimular seletivamente o crescimento e/ou atividade de uma ou um ndmero limitado
de espécies de bactérias benéficas ja residentes no colon, conferindo beneficios a
saude (Gibson et al., 2017; Gibson & Roberfroid, 1995). Os prebioticos séo capazes
de estimular seletivamente microrganismos probioticos como Lactobacillus e
Bifidobacterium, em detrimento a bactérias patogénicas, como as bactérias da classe
Clostridia e Escherichia coli (Gibson et al., 2017).

Para ser considerado prebidtico, o componente precisa apresentar algumas
caracteristicas, como ser resistente ao pH acido do estbmago, nao ser absorvido no
trato gastrointestinal, ser fermentado pela microbiota intestinal e promover o
crescimento e atividade das bactérias intestinais para melhorar a satde do hospedeiro
(Davani-Davari et al., 2019).

Os efeitos dos prebidticos na salde humana sdo mediados por seus produtos
de degradacéo por microrganismos. A partir da fermentacédo, ocorre a producéo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCCS), incluindo acido latico, acido butirico e acido
propidnico (Davani-Davari et al., 2019). Esses produtos tém diversos efeitos na saude,

alguns deles estdo apresentados na Figura 1.
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Prebioticos

Efeitos funcionais Reducao dos riscos de doenca
— Fungoes intestinais — Diarréia infecciosa
Melr[ora a composigao da — Sindrome metabdlica
microbiota intestinal
Resmtgm:la a m_fecgoes . Obesidade
intestinais
— Imunomodulagao — Diabetes tipo 2
Biodisponibilidade de
— \ . — Osteoporose
minerais
| | Influéncia nos peptideos | | Doengas inflamatérias
gastrointestinais intestinais
— Saciedade e apetite L Cancer de colo

Figura 1: Efeitos funcionais dos prebioticos.

Fonte: Adaptado de Mollakhalili-Meybodi et al., 2021.

A maior parte dos compostos prebidticos sdo carboidratos ndo digeriveis
formados por um subconjunto de grupos de carboidratos e sado classificados de acordo
com a quantidade de mondmeros presentes em sua estrutura. Polissacarideos
apresentam mais de 10 monbémeros, de 3 a 10 monémeros sdo chamados de
oligossacarideos e dissacarideos apenas 2 mondémeros (Manzoor et al., 2022). Ainda
segundo Manzoor et al. (2022), os frutanos (fruto-oligossacarideos (FOS) e inulina),
0os galactanos (galacto-oligossacarideos (GOS)), a lactulose, o0s isomalto-

oligossacarideos e xilo-oligossacarideos (XOS) sdo exemplos de prebioticos.

2.1.1 Galacto-oligossacarideos

Os galacto-oligossacarideos (GOS) sao oligossacarideos nao digeriveis, nao
hidrolisados por enzimas digestivas ou absorvidos no trato gastrointestinal e que

favorecem seletivamente o crescimento e/ou atividade de bactérias benéficas no
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célon, como bifidobactérias e lactobacilos (Rodriguez-Colinas et al., 2013). S&o
formados por moléculas de galactose contendo uma glicose terminal e a obtencao
desses compostos se dao a partir lactase, enzima que favorece a reagao de
transgalactosilacdo, formando os GOS.

Alguns fatores sédo extremamente importantes para a producao de GOS, como
a origem da enzima e a concentracdo de lactose inicial. Em altas concentragdes a
formacdo de GOS, pela reacdo de transgalactosilacdo, € favorecida, enquanto que
em baixas concentracbes é a hidrolise da lactose que prevalece. Esses fatores
influenciam também em diferencas estruturais, tipos de ligacdes glicosidicas e

rendimento do processo (Guerrero et al., 2015; Vera et al., 2016).

GOs

Figura 2: Rotas enzimaticas de conversao de lactose por B-galactosidase.
A: baixa concentracado de lactose (hidrdlise); B: alta concentracdo de lactose

(transgalactosilacao).
Fonte: Martins, 2014.

O mecanismo bioquimico para a obtencédo de GOS se da da seguinte maneira:
ocorre a formacdo do complexo enzima-galactosil e, paralelamente, a liberacdo da
glicose. Em seguida, o complexo enzima-galactosil é transferido para um aceptor que
contenha um grupo hidroxil. Nos casos de solu¢cdes com baixa concentracdo de
lactose, a galactose € liberada porque a 4gua € mais competitiva que outros acgucares
e ela tem a funcdo de ser o aceptor deste complexo. Ja nas solugbes com alta

concentracéo de lactose, as moléculas de lactose e os mono, di e oligossacarideos
13



atuam como aceptores do complexo enzima-galactosil, ocorrendo a formacao do GOS
(Fai & Pastore, 2015).

OH

Encyme-{alsfor complas T\
fa] o

| H
H \.\_3_]"_{ o - ] II||_ H
HO ] H " H
H Trasxharide
Q,  OH
—

Figura 3: Mecanismo de reacdo da formacado de oligossacarideos catalisada

por B-galactosidase.

Fonte: Benjamins, 2014.
A atratividade da producdo de GOS para aplicar em alimentos se da
principalmente pela sua funcdo prebidtica, auxiliando na saude, mas, além disso, é

um ingrediente que apresenta viabilidade para ser aplicado em féormulas lacteas
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infantis, substituindo o leite materno. O leite humano € composto por carboidratos,
proteinas e globulos de gordura e, entre os carboidratos, estdo os oligossacarideos
do leite humano (HMOs), sendo o terceiro componente solido mais abundante do leite
(Singh et al., 2022). Os HMOs sao importantes para o desenvolvimento da microbiota
intestinal e dos sistemas metabdlico e imunolégico do recém-nascido, que tém
consequéncias para a saude ao longo da vida (Gibson et al., 2017). Entéo, visto essa
possibilidade, muitas empresas tém utilizado GOS como ingrediente nutritivo em
formulagdes infantis como forma de substituir as fungdes que os HMOs apresentam

no leite materno.

2.2 IMOBILIZACAO ENZIMATICA

As enzimas sdo componentes importantes no metabolismo dos seres vivos,
tém capacidade de promover e acelerar reacbes quimicas e estdo envolvidas em
todos os processos bioquimicos nas células. Na industria, o uso de enzimas tem sido
cada vez mais relevante uma vez que sao produtos naturais, ndo téxicas, apresentam
alta especificidade e seletivas, séo versateis e eficientes (Ricardi et al, 2021). Além
disso, a obtencdo das enzimas por meio da biotecnologia torna o0 processo mais
facilitado para aplicac&o industrial e, em relagéo aos catalisadores quimicos utilizados
em processos convencionais, sdo mais favoraveis ambientalmente, gerando métodos
ecologicamente corretos (Mussatto et al., 2007).

Em geral, as enzimas sdo aplicadas no processo em sua forma livre,
dificultando a possibilidade de recuperacao e reutilizacdo. Porém, essa desvantagem
pode ser revertida a partir da imobilizacdo das enzimas em suportes solidos. Esse
processo em muitos casos € capaz de melhorar a estabilidade do biocatalisador,
reduzir custos ja que € possivel a recuperacao da enzima e a sua reutilizacao, melhora
o controle da reacdo e possibilita 0 uso em reatores de biocatalise de fluxo continuo
(Duarte et al., 2017; Ricardi et al., 2021). Além desses pontos, a imobilizacédo torna a
enzima mais robusta e mais resistente a mudancas do ambiente reacional, como as
influéncias da temperatura, pH e solventes organicos (Souza et al., 2017).

Segundo Chibata et al (1978), define-se enzima imobilizada como a enzima
fisicamente confinada ou localizada numa certa regido do espaco com retencdo de

sua atividade catalitica, a qual pode ser usada repetida e continuamente. Ou seja, a
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imobilizacdo consiste no aprisionamento da proteina em um suporte solido, que seja
insolivel no meio reacional, sendo aquoso ou em solventes organicos. Existem
diferentes métodos para a imobilizacdo enzimatica: encapsulacdo em membranas
poliméricas; confinamento em matrizes poliméricas; adsorcdo em materiais insollveis
hidrofébicos ou em resinas de troca idnica; ligacdo covalente a uma matriz insolavel

ou por reticulagao, alguns deles sdo mostrados na Figura 4.

Confinamento Encapsulacdo

Adsor¢io Ligagdo covalente
s i i‘i"!
- ﬂ_‘ a ) | / Grupo reativo
* Ly g o Grupo nucleofilico
s S o
T b e - Ay
+.a~ ‘g . P o
— - N

Figura 4: Esquema dos métodos de imobilizagcédo de enzima.
Fonte: Souza et al., 2017.

Todos esses métodos apresentam vantagens e limitacbes de processo e a
eficacia de cada mecanismo de imobilizacédo esta relacionado a escolha do suporte e
da enzima e depende das caracteristicas fisico-quimicas do material, das
propriedades do substrato, do meio reacional, a aplicacéo final, entre outros fatores
(Souza et al., 2017).

O método utilizado para realizacdo deste estudo fundamenta-se na ligacdo da
enzima ao suporte por ligacées covalentes entre 0os grupos funcionais presentes na
superficie do suporte e os grupos funcionais dos residuos de aminoacidos da enzima

(Furlani et al., 2020). A forca deste tipo de ligacdo € elevada e proporciona maior
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rigidez e estabilidade na estrutura da enzima, sendo capaz de aumentar a resisténcia
do biocatalisador quanto a agentes desnaturantes como calor, presenca de solventes
organicos, mudancas de pH e outros (Souza et al., 2017). O método de imobilizacédo
por ligagcdo covalente se destaca como mais efetivo em termos de estabilizagéo
térmica e operacional das enzimas. A desvantagem desse método é o fato de ser um
processo irreversivel, ou seja, uma vez que a enzima € ligada ao suporte, ndo pode

ser mais separado sem destruir a atividade biolégica da enzima (Frota, 2018).

2.2.1 Suporte para imobilizagdo enzimética

Com o aumento no interesse e aplicabilidade de enzimas imobilizadas, novas
técnicas e diferentes suportes vém sendo pesquisados e desenvolvidos. Em relacéo
ao suporte para a imobilizacdo enzimatica, alguns fatores sdo importantes para a
tomada de decisdo, como: elevada area superficial, permeabilidade, estabilidade
guimica e mecanica sob as condi¢cdes operacionais, porosidade, capacidade de
regeneracao, custo, morfologia e composicao, alta afinidade com a proteina, natureza
hidrofilica ou hidrofébica, baixa toxicidade, resisténcia ao ataque microbiano, alta
densidade de grupos funcionais reativos presentes em sua superficie (Furlani et al.,
2020; Souza et al., 2017).

O desempenho das enzimas imobilizadas é influenciado pelas propriedades da

enzima e do material de suporte, como segue na Figura 5.
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Propriedades bioquimicas Caracteristicas quimicas

Tipo de reacéo e cinética Propriedades mecanicas

Métodos de

Efeitos de transferéncia Estabilidade

imobilizacao

de massa operacional

Consumo de enzima (U/kg de produto)
Produtividade (kg produto/U)

Desempenho

Figura 5: Interacdo entre suporte e enzima.

Fonte: Vieira, 2009.

Os suportes para imobilizacdo enziméatica podem ser classificados de acordo

com a matéria prima utilizada, sendo divididos em organicos (naturais e sintéticos) e

inorganicos (minerais ou fabricados).

Tabela 1: Exemplos de suportes quanto a composicdo quimica.

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

Naturais . X . .
Suportes Proteinas: colageno, albumina, gelatina,
organicos gluten, seda, entre outros.
I I 1
. Poliestireno, poliacrilato, polivinilico, nailon,
Sintéticos
entre outros.
I I 1
Minerais Areia, bentonita, herneblenda, pedra-pomes.
[ | ]
ﬁll:)rr)oz;tr?iios Vidro, ceramica, silica, aluminossilicatos,
g Fabricados oxido de ferro, 6xido de niquel, agos

inoxidaveis, entre outros.

Fonte: Furlani et al., 2020.
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Os suportes organicos divididos em naturais e sintéticos sdo materiais de
grande importancia no campo da imobilizagcdo. Os suportes naturais sao destaques
pois ndo causam danos ao ambiente e possuem facilidade na degradacéo, além de
apresentarem custos mais baixos (Furlani et al., 2020). Ja os sintéticos, apresentam
maior variedade de propriedades fisicas e quimicas, formando um suporte ideal de
acordo com as caracteristicas e aplicacdes especificas (Mendes, 2009).

A outra classe de suportes, de material inorganico, € mais apropriada para uso
industrial, pois esta classe apresenta elevada resisténcia mecéanica, boa estabilidade
térmica, resisténcia a materiais organicos e microbianos (Vieira, 2009). Enfim, &€ mais
estavel ao meio reacional. No entanto, a maioria das enzimas imobilizadas
comercialmente sédo obtidas a partir de matrizes organicas, provavelmente devido a
variedade de grupos funcionais reativos que podem ser introduzidos neste suporte.

A quitosana foi o material escolhido para desenvolver esse trabalho devido as
suas caracteristicas como n&o apresentar toxicidade, ser biocompativel,
biodegradavel, bacteriostatica, baixo custo e versatil, podendo tomar diferentes
formas, tamanhos e estruturas, e apresentar grupos reativos amino e hidroxila que
estao disponiveis para modificacdes quimicas (Ricardi et al., 2021; Lima et al., 2021,
Hackenhaar et al., 2021; Flores et al., 2019). A quitosana comercial € obtida a partir
da N-desacetilacdo da quitina, composto encontrado no exoesqueleto de crustaceos,
residuo da industria pesqueira (Klein, 2012). Esse biopolimero de alto peso molecular
possui estrutura molecular quimicamente similar a celulose, com grupos hidroxilas
reativos, na qual a principal diferenca € a presenca de grupos amino (NH2) na estrutura

(Krajewska, 2004), como mostra a Figura 6:
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Figura 6: Estrutura da unidade monomérica da quitosana.
Fonte: Almeida (2018).

A quitosana é insoluvel em agua, mas é soluvel em meio acido aquoso em pH
menor que 6,5. Quando dissolvida possui alta carga positiva nos grupos —NHz*, assim,
guando precipitada em pH alcalino, ocorre a gelificacdo inotropica, acao desejavel

para a formacao de esferas, metodologia utilizada neste trabalho (Krajewska, 2004).

2.2.2 Agente reticulante

Para a imobilizacdo enzimatica através do método de ligacdo covalente,
frequentemente é realizada a modificacdo da superficie do suporte por meio da
ativacdo do mesmo, onde os grupos funcionais do suporte sdo modificados para
produzir intermediéarios reativos (Souza et al., 2017). Os agentes reticulantes possuem
ao menos duas extremidades reativas que se ligam a grupos especificos de
aminoacidos da enzima e ao suporte (Furlani et al., 2020).

Um dos agentes reticulantes com destaque € a genipina, composto encontrado
no fruto Genipa americana L. e Gardenia jasminoides J. Ellis, plantas pertencentes a
familia Rubiaceae (Neves et al., 2022; Flores et al., 2019). A Genipa americana L. é
uma planta nativa distribuida desde o sul do México, passando pela América Central
até o norte do Brasil. Uma de suas caracteristicas estruturais é a possibilidade de
reagir com grupos amina primarios de aminoacidos, peptideos ou proteinas, por

reticulagéo, para formar um corante azul (Neves et al., 2022). Por ser um composto
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de origem natural, apresentar baixa toxicidade e sua afinidade por proteinas torna um
agente de ativacao ideal para a preparacao de biocatalisadores a serem aplicados em
alimentos e na area biomédica (Albuquerque et al., 2022; Flores et al., 2019). A Figura

7 mostra a férmula molecular da genipina:
0.0
H

X

O

Ho— " OH

Figura 7: Estrutura molecular da genipina.
Fonte: Muzzarelli, 2009.

A genipina apresenta propriedades antioxidante, anti-inflamatdria, antitumoral,
antidepressiva, antifingica, antiangiogénica, antidiabética, imunossupressora,
utilizada em tratamentos de ictericia, edema e hipertensao, inibe a proliferacdo de
varias células cancerigenas, incluindo leucemia, mama, prOstata e carcinoma
hepatocelular (Flores et al., 2019; Lee et al., 2018; Shanmugam et al., 2018; Hobbs et
al., 2018). Essas caracteristicas relacionadas a satude tornam a genipina um composto

muito estudado para aplicacdo biomédica.
2.2.3 Enzima B-galactosidase

A B-galactosidase tém um papel importante nas industrias de laticinios, pois &
capaz de hidrolisar a lactose em glicose e galactose, permitindo o consumo de
produtos lacteos por pessoas intolerantes a lactose, e, na presenca de solucdo com
alta concentracéo de lactose, por reacdo de transgalactosilacdo, sintetizar galacto-
oligossacarideos (GOS), um importante ingrediente alimentar prebidtico, naturalmente

presente no leite humano.
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Além de desempenhar essas fungbes, segundo Jurado (2002), a -
galactosidase é capaz de:

- Proporcionar melhores caracteristicas tecnoldgicas em derivados lacteos, tais
como melhor solubilidade e reducao de riscos de cristalizacdo em sorvetes,
doce de leite e leite condensado;

- Proporcionar melhores caracteristicas sensoriais em derivados lacteos, tal
como incremento no poder dulgor, implicando em menor adi¢do de sacarose e
consequente reducdo no conteudo caldrico;

- Proporcionar melhores caracteristicas reoldégicas como a melhor textura e a
maior cremosidade, em especial na reducdo do ponto de congelamento de
sorvetes;

- Formar monossacarideos que auxiliam no metabolismo do fermento em
produtos fermentados, como iogurtes e bebidas lacteas; e

- Ao produzir GOS, reduzir a probabilidade de ocorréncia da reacao de Maillard,

pois os oligossacarideos obtidos ndo atuam como acucares redutores.

Esta enzima pode ser encontrada na natureza em diversas plantas, animais e
microrganismos. Comparado as fontes animais e vegetais, a partir dos
microrganismos (fungos filamentosos, bactérias e leveduras) é a forma com maior
rendimento e é tecnologicamente mais importante. As principais enzimas de interesse
comercial sédo isoladas da levedura Kluyveromyces lactis, K. fragilis, K. marxianus,
Candida kefyr e dos fungos Aspergillus niger ou A. oryzae (Grosova et. al, 2008)

Para esse estudo, foi utilizada a B-galactosidase de Aspergillus oryzae, uma
enzima monomérica de 113 kDa, apresentando boa atividade tanto para a hidrolise
da lactose como para a sintese de GOS (Flores et al., 2018). Esta enzima é
reconhecida como segura para aplicacdo em alimentos, ou seja, apresenta o status
GRAS (Generally Recognized As Safe) do FDA (Food and Drug Administration) (Serey
et al., 2021) além de ser reconhecida pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria). O pH 6timo para atividade da (B-galactosidase de Aspergillus oryzae é de

4,5, 0 que é apropriado para hidrdlise de lactose de soro acido (Shi et al., 2022).
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2.3 REATORES ENZIMATICOS

A aplicacdo de enzimas em processos industriais tem se destacado cada vez
mais nos ultimos tempos. Reatores enzimaticos sao uma alternativa para a aplicacao
dos biocatalisadores e uma forma de aprimorar as rea¢des enzimaticas. Entende-se
por reator enzimético um equipamento no qual, no interior dele, biocatalisadores agem
para que ocorram rea¢fes enzimaticas, gerando produtos. Os reatores sdo formados
por duas fases, a fase liquida, representada pelos substratos e produtos dissolvidos,
e a fase solida, que corresponde ao biocatalisador imobilizado (Klein, 2014).

Reatores enzimaticos em operacdo continua possibilitam ao processo varias
vantagens, como 0 aumento da produtividade da reacdo, controle do processo,
apresentam maior eficiéncia energética, podem ser operados por longos enquanto
apresentarem atividade, o0 que minimiza os custos, tempo de producéo e torna a sua
aplicacdo economicamente viavel (Freitas, 2018; Klein, 2014).

Os reatores continuos podem ser de trés formas: reator de tanque agitado,
reator em coluna de leito fluidizado e reator em coluna de leito fixo.

O sistema com leito fixo possui algumas deficiéncias pois pode provocar o
aparecimento de caminhos preferenciais, ineficiéncia na transferéncia de massa,
facilidade de obstrucédo do leito de particulas e queda de pressdo. No entanto, as
vantagens no uso podem ser maiores que as desvantagens, tornando o reator de leito
fixo uma boa alternativa para a aplicacdo de enzimas imobilizadas, possibilitando ao
processo elevada estabilidade operacional, facil operacdo em modo continuo e alta
eficiéncia volumétrica. Além disso, pelo fato das particulas do biocatalisador ficarem
empacotadas no sistema, as tensdes de cisalhamento sdo eliminadas, reduzindo as
chances de danificacdo do suporte (Freitas, 2018; Klein, 2014). Considerando estas
vantagens, o sistema de reator com coluna de leito fixo foi escolhido para ser utilizado

neste trabalho como podera ser visto a seguir.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS

A B-Galactosidase de Aspergillus oryzae, a quitosana (de cascas de camarao,
>75% desacetiladas), o o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) e a lactose foram

obtidos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A genipina de Genipa americana foi
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obtida por extracao enzimatica, seguindo a metodologia de Bellé et al., 2018. A coluna
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) utilizada foi uma Aminex HPX-87C.

Todos os solventes e outros produtos quimicos eram de grau analitico.

3.2 METODOS

3.2.1 Producéao do suporte de quitosana

Os suportes foram preparados a partir de uma solucéo de quitosana a 3% (p/v)
preparada em acido acético a 2% (p/v) e sonicada durante 20 minutos para remover
as bolhas de ar presente na solugéo.

Para a producéo das esferas, a solu¢ao de quitosana foi gotejada em NaOH 1
N sob agitacdo para coagulacdo. Apds, as esferas de quitosana ja formadas foram
lavadas com agua destilada até a neutralidade.

Ja para as esferas porosas, a solucao de coagulacéo foi composta por NaOH
1IN adicionada de Na.COsz 50 mM. O processo foi idéntico e, apos formadas as

esferas, seguiu 0 mesmo procedimento de lavagem até neutralidade.

3.2.2 Reticulacao das esferas de quitosana

As esferas de quitosana porosas e nao porosas foram colocadas em uma
solucéo de genipina utilizando 1,5 mg mLt em tampé&o fosfato (0,1 M, pH 9.0) durante
1 hora a 60 °C sob agitacdo. Apés esse processo, as esferas foram lavadas com agua

destilada para remover possiveis excessos de genipina.

3.2.3 Imobilizacdo da enzima B-galactosidase

Com as esferas ja reticuladas, 300 esferas de cada tipo de suporte foram
adicionadas a 30 mL de uma solucdo de B-galactosidase (10 U mL™?) dissolvida em
tampéao acetato de sodio 0,1 M, pH 4,5 e deixado para imobilizacdo por 18 horas, sob
agitacdo a temperatura ambiente (25°C).

Apés a imobilizacédo, o suporte foi lavado com solucdo com solucdo tampéao
acetato de sodio (0,1 M, pH 4,5), NaCl (0,1 M) e etilenoglicol (30% v/v) para remover

as proteinas de ligacdo ndo covalente e possiveis excessos de enzima.
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3.2.4 Atividade da enzima imobilizada

A andlise da atividade da enzima imobilizada se da pela simulagédo da reacéo
utilizando o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) como substrato. Para isso, 3
esferas de cada biocatalisador foram adicionadas a 460 pL de tamp&o acetato de
sédio (0,1 M, pH 4,5) e depois foram adicionados 540 uL do substrato ONPG (40 mM
em tampéo acetato 0,1 M pH 4,5) para reagir durante 3 minutos a 40 °C em um banho
termostatico e sob agitacdo. A reacdo foi interrompida com a adicdo de 3 mL de
tampdo carbonato (0,1 M, pH 10) e em seguida foi feita a leitura em espectrofotdmetro
da absorbancia medida a 415 nm.

Os parametros de imobilizacdo foram calculados a partir das equacgdes
descritas por Sheldon e Van Pelt (2013), mostradas abaixo:

Rendimento (%) — Atividade imobilizada (U) 100
endimento (%) = Atividade inicial (U) g

Eficiéncia (%) = Atividade observada (U) 100
ficiencia (%) = Atividade imobilizada (U) *

o Atividade observada (U)
Atividade recuperada (%) = Atividade inicial (U) x 100

O rendimento associa a atividade inicial, que é a atividade da solucao
enzimatica oferecida ao suporte, e a atividade imobilizada, que se refere a diferenca
entre a atividade oferecida ao suporte e a atividade determinada no sobrenadante e
nas fracbes de lavagem. A eficiéncia relaciona a atividade observada, que é a
atividade medida no suporte apds a imobilizacdo, e a atividade imobilizada. E a

atividade recuperada relaciona a atividade observada e a atividade inicial.

3.2.5 Sintese de galacto-oligossacarideos

A sintese de GOS se deu por meio de um reator de leito fixo continuo composto
por B-galactosidase imobilizada em esferas porosas e ndo porosas. Os reatores

consistem em uma coluna de vidro revestida com agua a temperatura controlada
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(40°C) e cada reator foi preenchido com 280 esferas. A solucéo de lactose 300 g L*
tamponada em pH 4,5 percorreu o reator que foi mantido a temperatura controlada de
40 °C para reduzir a cristalizacdo da lactose e por ser a temperatura 6tima para a
atividade da enzima (Klein et al., 2016). A cada 24 horas foi retirada uma amostra para

assim obter resultados para a analisar a producéo de GOS.

3.2.6 Analise de acucares por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

Os carboidratos envolvidos na reacdo de transgalactosilacdo (lactose,
galactose, glicose e galacto-oligossacarideos) foram analisados em Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) (Shimadzu, Tokyo, Japan) equipado com detector
de indice de refracdo (RID) e coluna Aminex HPX-87C (300 mm x 7,8 mm) modo
isocratico. O solvente de eluicdo utilizado na analise foi agua Milli-Q com fluxo de 0,6
mL min?! e temperatura de forno de 85°C (KLEIN, 2014). A concentracdo dos
componentes foi calculada através de curvas padrdes de lactose, glicose, galactose,
rafinose e estaquiose. As concentracdes foram calculadas como equivalente de
rafinose e estaquiose.

O percentual de rendimento da sintese de GOS foi definido segundo Klein
(2014) como a porcentagem de GOS produzida em comparacdo com o peso inicial de

lactose no meio de reacéo.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Testes preliminares

Para a realizacdo do experimento, alguns testes preliminares foram realizados
a fim de determinar alguns parametros importantes para o reator. Apés a ativacéo e
imobilizacdo da enzima, um reator com esferas porosas foi preparado para determinar
o fluxo do reator. Para essa determinacgéao, foram utilizadas duas bombas peristalticas
com configuracdes para a velocidade diferente e os resultados estdo na Tabela 2. A
bomba 1 desempenha velocidades maiores, a partir de 1 rpm, e a bomba 2

velocidades a partir de 0,1 rpm.
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Tabela 2: Determinacgéo do fluxo do reator.

Bomba Velocidade da Fluxo Médio
bomba (rpm) (mL min?)
6 1,40 + 0,03
5 1,07 £0,04
Bomba 1 4 0,88 £ 0,02
3 0,67 £ 0,03
2 0,40 £ 0,02
1 ©0,23+0,01
0,5 0,12 £ 0,00
Bomba 2 0,3 0,07 £ 0,00
0,2 0,046 £ 0,00
0,1 0,023 £ 0,00

Considerando que o fluxo estad diretamente relacionado com o tempo de
residéncia, ou seja, o tempo disponivel para reacédo, foi realizada a analise de
conversdo de lactose em glicose para uma solucdo de lactose 5% para algumas

velocidades. Os dados obtidos podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3: Determinacédo da converséo de lactose em glicose de acordo com a

velocidade da bomba.

Velocidade da bomba -
% de conversao

(rpm)
3 26,33+0,13
2 35,86 + 0,09
1 38,95 + 0,96

A partir da correlacéo entre velocidade da bomba, fluxo e % de conversao, pode
ser observado que quanto menor a velocidade da bomba, maior a % de conversao da
lactose em glicose, o que prevé que velocidades menores trazem melhores resultados

para o objetivo do estudo.
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4.2 Producao de galacto-oligossacarideos

Os reatores continuos de leito fixo foram compostos por 280 esferas cada, um
com esferas porosas e o outro com esferas ndo porosas, com um total de atividade

de 65,40 e 63,49 U respectivamente, com os seguintes dados da enzima imobilizada:

Tabela 4: Dados referente a imobilizagao da B-galactosidase em esferas
porosas e ndo porosas.

Atividade Rendimento Eficiéncia Atividade
Imobilizada (U g1) (%) (%) recuperada (%)
Esferas 779,08 66,90 33,31 22,29
porosas
I I I | 1 |
Esferas ndo 566,85 56,30 38,40 21,62

porosas

As esferas porosas apresentam maior atividade imobilizada em razédo da
utilizagdo de Na>COz no processo de coagulacdo. Esse componente possibilita a
formacdo de bolhas de CO», o que faz aumentar o tamanho e o numero de poros
formados na matriz polimérica, aumentando a area superficial externa da esfera e a
superficie interna dos poros. Assim, € possivel que mais enzimas se liguem a esfera
(Dragan & Dinu, 2020; Hsieh et al., 2007).

A velocidade da bomba peristaltica foi ajustada em 0,3 rpm uma vez que
velocidades menores favoreciam a cristalizagdo da solucéo de lactose, impedindo o
fluxo. Para essa velocidade, o fluxo nos reatores era de 0,07 mL mint e o tempo de
residéncia era de 26 minutos para as esferas porosas e 46 minutos para as esferas
nao porosas. Essa diferenca € um reflexo das caracteristicas fisicas dos dois suportes.
As esferas porosas ocupam mais espaco no reator uma vez que, por apresentarem
poros maiores, a densidade € menor e por isso no processo de producdo de esferas
elas ficam maiores. Ou seja, esferas maiores ocupam mais espaco no reator e
possibilitam a presenca de menor quantidade de solucédo para percorrer o trajeto,
fazendo com que permaneca por menos tempo em contato com o biocatalisador.

Dentre os fatores fundamentais para a formagéao de GOS, o mais significativo
€ a concentragdo inicial de lactose (Grosova et. al, 2008). Nesse experimento, a
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solucéo de lactose utilizada foi com uma concentracdo de 300 g L e os perfis de
comportamento dos reatores em relacdo a concentracado de GOS-3 (rafinose), GOS-

4 (estaquiose) e somatorio dos GOS; e rendimento da sintese estdo mostrados
abaixo:
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Figura 8: Concentracdes dos produtos de reacéo do reator com esferas

porosas.
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Figura 9: Concentragcdes dos produtos de reagéo do reator com esferas nao
porosas.
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Figura 10: Percentual de rendimento da sintese de GOS no reator de esferas
porosas.
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Figura 11: Percentual de rendimento da sintese de GOS no reator de esferas
nao porosas.

A producdo de GOS foi acompanhada durante 25 dias e os perfis de
comportamento de cada reator mostram que o reator com esferas porosas apresenta

estabilidade superior ao reator de esferas ndo porosas, pois a partir do vigésimo dia a
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producdo de GOS comeca a cair, atingindo as menores produ¢des do prebiodtico. Em
relacdo a integridade do biocatalisador, nos dois casos se manteve estaveis.

A partir da relacédo entre a concentracdo da producéo de GOS e tempo de
residéncia, tem-se a produtividade em g L't h** que pode ser visto na Tabela 5.

Tabela 5: Dados de atividade enzimatica, produtividade, rendimento e tempo
de residéncia das esferas porosas e ndo porosas.

Atividade Tempo de Médiade GOS  Média de

S i . : Produtividade
enzimatica total  residéncia produzido rendimento (g L*hY)
do biorreator (U) (min) (gLY (%) 9
Esferas 65,40 26,00  71,10+9,03 2370+295 164,11
porosas
I I I I I
Esferas ndo 63,49 46,00 67,70+ 12,74 22,60+ 4,25 88,33

porosas

Em dados da literatura, Valero (2009) obteve uma producédo de GOS a partir
de A. oryzae imobilizada em reator de fluxo em pistdo durante 10 dias de 25% (p/p) a
partir de solucédo de lactose a 400 g L. Para Hackenhaar (2018), em um sistema de
bateladas utilizando B-galactosidase de Bacillus circulans imobilizada em esferas de
guitosana entrecruzada com glutaraldeido, a partir de uma solucéo de soro de leite 0
rendimento foi de 40% em 300 minutos e para uma solucédo de permeado de soro de
leite de 41% em 240 minutos, ambos utilizando 400 g L de lactose. Para Klein (2014),
a concentracdo maxima de GOS de 26 g L foi obtida a partir de um reator de leito
empacotado, com fluxo continuo, com (-D-Galactosidase de Kluyveromyces lactis
imobilizada em esferas de quitosana ativada com glutaraldeido.

Em comparacédo com os dados da literatura, considerando que o reator de leito
fixo com fluxo continuo manteve-se durante 25 dias, os dois reatores tiveram um bom
desempenho. Nos dois casos, o perfil de comportamento de producéo e rendimento
sdo muito préximos, com média de producdo de GOS de 71,10 g L e rendimento de
23,70% para as esferas porosas e 67,70 g L* e 22,60% para as esferas nédo porosas.
Porém, o reator com esferas porosas apresentou uma maior produtividade (164,11 g
L1 hY) em comparagdo com o sistema ndo poroso (88,33 g L'*h'l), em consequéncia

do menor tempo de residéncia (26 minutos para as esferas porosas e 46 minutos para
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as esferas ndo porosas). Isso pode ser devido ao aumento da porosidade das esferas
que provavelmente facilita o contato do sitio ativo da enzima com o substrato e a

entrada do substrato e saida de produtos.

5 CONCLUSAO

Com o0 avanco nas técnicas para imobilizacdo em consequéncia do grande
interesse e aplicabilidade do uso de enzimas imobilizadas na industria, o objetivo do
trabalho foi estudar a producdo continua de galacto-oligossacarideos a partir de [3-
galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em esferas de quitosana
entrecruzada com genipina a partir de solugcdo concentrada de lactose. Foram
avaliados dois tipos de suportes para a producdo de GOS, esferas porosas e nao
porosas, com o mesmo fluxo e concentracdo da solucéo. A partir dos resultados de
produtividade dos reatores (164,11 g Lt h! para as esferas porosas e 88,33 g L't h
para as esferas ndo porosas) e considerando o tempo de 25 dias de funcionamento
dos reatores, os dados demonstram a viabilidade da aplicacdo das esferas porosas

para este tipo de bioprocessos.
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