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RESUMO

Hidrogéis a base de goma arabica e hidrogéis a base de quitosana foram sintetizados por reticulacéo
quimica, caracterizados por espectrometria de infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR),
microscopia eletronica de varredura (MEV) e ensaios de intumescimento para a imobilizacao de B-D-
galactosidase e aplicacdo na hidrélise de lactose, produgdo de leite com baixo teor lactose e producédo de
capsulas de liberacdo controlada de enzima. A partir dos resultados de FT-IR e MEV foram confirmados
0 processo de reticulacdo dos monémeros e a formacdo dos hidrogéis. Os graus de intumescimento dos
hidrogéis foram influenciados pelo pH e pela temperatura da solucdo aquosa. Assim, foram estudadas as
principais variaveis que afetam a capacidade de imobilizacéo e liberagdo de enzimas. As capacidades de
imobilizagdo de B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana
foram 151,18 + 0,57 e 189,23 + 1,09 mg g}, respectivamente. As atividades enzimaticas da enzima
imobilizada nos hidrogéis foram 0,246 + 0,002 e 0,211 + 0,003 U mg™, respectivamente. As fracdes de
enzima liberada a partir dos hidrogéis foram 0,407 £+ 0,007 e 0,245 + 0,005, respectivamente. A
quantidade de B-D-galactosidase imobilizada no hidrogel a base de quitosana foi maior do que no
hidrogel a base de goma ardbica. Contudo, uma menor atividade enzimética em hidrogéis a base de
quitosana foi obtida provavelmente pela menor liberacdo de enzima durante a hidrélise de lactose uma
vez que a atividade enzimatica quantificada foi parcialmente devido & enzima livre liberada a partir dos
hidrogéis. A secagem dos hidrogéis por liofilizacdo foi determinante para alcancar uma capacidade de
imobilizacdo méaxima. Além do melhor desempenho catalitico da enzima imobilizada na hidrolise de
lactose, foi observado que a liberacdo aumentou ap6s o0 aumento do pH e da temperatura da solugédo
durante a hidrdlise. A enzima imobilizada em hidrogel a base de goma arabica foi mais estavel do que a
enzima livre e melhorou o desempenho na hidrélise em meio acido. Este resultado € relevante e promissor
no emprego da enzima imobilizada em hidrogéis para processos de liberacdo controlada no sistema do
trato gastrointestinal apds administragdo oral de uma capsula. A B-D-galactosidase imobilizada nos
hidrogéis foi aplicada em dez ciclos sucessivos de hidrolise da lactose padréo e de lactose contida em
leite UHT sem alterag&o significativa da sua atividade enzimatica. Apos dez ciclos de reutilizagao de -
D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arébica, as atividades enzimaticas relativas
remanescentes foram 43,82 + 3,26 e 65,09 £ 3,47 % quando utilizado hidrolise em solucdo de lactose
padrdo e lactose contida em leite UHT, respectivamente. Nos hidrogéis a base de quitosana, as atividades
enzimaticas relativas foram 56,05 + 0,78 e 71,81 + 2,33 %, respectivamente. Assim, a imobilizacdo da
enzima em hidrogéis constituidos de polissacaridios é bastante promissora na hidrélise de lactose contida
em leite UHT, podendo ser aplicados na producdo de leites com baixo teor de lactose e também como
capsulas de liberacdo controlada de enzima em individuos com intolerancia a lactose.

Palavras-chave: B-D-galactosidase. Imobilizagdo. Hidrogel. Hidrolise. Lactose.



ABSTRACT

Arabic gum-based and chitosan-based hydrogels were synthesized through chemical crosslinking,
characterized by Fourier-transform infrared spectroscopy (FT-IR), scanning electron microscopy
(SEM) and swelling assays for the immobilization of B-D-galactosidase and application in the
hydrolysis of lactose, production of low-dosage lactose milk and production of controlled enzyme
release capsules. FT-IR and SEM results confirmed the gelling processes and the crosslinking of
the hydrogels. The degrees of swelling were affected by the pH and temperature of the aqueous
solutions. In this sense, it was studied the main variables affecting the immaobilization capacity and
controlled enzyme release from the hydrogels. The capacities of immobilization of B-D-
galactosidase in the Arabic gum-based hydrogel and chitosan-based hydrogel were 151.18 + 0.57
and 189.23 + 1.09 mg enzyme per g dried hydrogel, respectively. The enzymatic activities of the
immobilized enzyme were 0.246 + 0.002 and 0.211 + 0.003 U mg, respectively. The enzyme
fractions released from the hydrogels were 0.407 £+ 0.007 and 0.245 + 0.005, respectively. The
capacity of immobilization of B-D-galactosidase in the chitosan-based hydrogel was higher than
Arabic gum-based hydrogel. However, lower enzymatic activity was observed for the immobilized
enzyme in the chitosan-based hydrogel due probably to lower amount of enzyme released during
the hydrolysis of lactose since the quantified enzymatic activity was partially determined by the
free enzyme in solution released from the hydrogels. The drying processes of the hydrogels by
Iyophilization were determinant to achieve a maximum capacity of immobilization. Besides the
better catalytic performance of the immobilized enzyme during the hydrolysis of lactose, it was
observed that the controlled release rate increased with the increase of the pH and temperature of
the aqueous solution. The B-D-galactosidase immobilized in the hydrogels was more stable than
the free enzyme, improving the efficiency of the lactose hydrolysis in acid medium. Therefore, the
natural polysaccharide-based hydrogels containing immobilized enzyme could be efficiently
applied for the controlled enzyme release in the gastrointestinal tract systems. p-D-galactosidase
immobilized in the hydrogels was applied for ten successive cycles of hydrolysis of standard
lactose and lactose contained in UHT milk without significant changes of its enzymatic activity.
The enzymatic activities of B-D-galactosidase immobilized in the Arabic gum-based hydrogel after
ten reuse cycles were 43.82 + 3.26 and 65.09 * 3.47% for hydrolisys of standard lactose and lactose
contained in UHT milk, respectively. The enzymatic activities for f-D-galactosidase immobilized
in the chitosan-based hydrogel were 56.05 + 0.78 and 71.81 + 2.33%, respectively. The B-D-
galactosidase immobilization in the natural polysaccharide-based hydrogels is a promising strategy
for the hydrolysis of lactose contained in standard lactose aqueous solutions and UHT milk. Finally,
the B-D-galactosidase immobilized in hydrogels could be efficiently applied in the production of
low-dosage lactose milk and controlled enzyme release for lactose intolerant individuals.

Key words: B-D-galactosidase. Immobilization. Hydrogel. Hydrolysis. Lactose.
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Tabela 7 - Anadlise de variancia (ANOVA) para os fatores temperatura (X1), concentracdo de
enzima (X2) e pH (X3) em fungédo das atividades de p-D-galactosidase imobilizadas
em hidrogel a base de goma ardbica (GA) e hidrogel abase de quitosana

Tabela 8 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os modelos de regressao utilizados
para explicar as atividades de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de
goma arabica (GA) e hidrogel a base de quitosana

Tabela 9 - Andlise de variancia (ANOVA) para os fatores temperatura (X1), concentracgdo inicial
de enzima (X2) e pH (X3) em fungéo das fragdes de enzima liberada a partir dos



hidrogel a base de goma ardbica (GA) e hidrogel a base de quitosana

Tabela 10 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os modelos de regresséo utilizados
para explicar as fraces B-D-galactosidase liberada a partir de hidrogel a base de goma
arébica (GA) e hidrogel a base de quitosana

Tabela 11 - Valores das capacidades de imobilizacdo, atividades enzimaticas e fracdes de enzima
liberada ap0s a imobilizacdo em temperatura (X1), concentracédo inicial de enzima
(X2) e pH (X3) no hidrogel a base de goma arabica (GA) e hidrogel a base de
QUITOSANA (QA) ettt ettt sttt sttt b et nbe et e e e ae s 84

Tabela 12 — Efeito dos processos de secagem na imobilizagdo de B-D-galactosidase em hidrogel a
base de goma aradbica (GA) e hidrogel a base de quitosana (QA). (1) Secagem em
estufa com circulacdo de ar a 37 °C por 24 h. (2) Secagem por liofilizacdo a -60 °C
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1 CAPITULO 1

No Capitulo 1 foi descrito uma sintese bibliografica apontando a importancia da hidrélise
de lactose em leite e produtos lacteos pela B-D-galactosidase e a necessidade de se imobilizar esta
enzima. Ainda, como possiveis suportes foram apontados os hidrogéis a base de polissacarideos e
por fim, as possiveis aplicagdes de 3-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma
arabica e hidrogel de quitosana.

1.1 CONTEXTUALIACAO

As industrias de laticinios ttm como desafio e oportunidade o desenvolvimento de novos
produtos com reduzido ou baixo teor de lactose para atender o indice ascendente de portadores de
intolerdncia a lactose. Atualmente estima-se que cerca de 70% da populacdo adulta no mundo
manifesta alguma deficiéncia de lactase no organismo (RUEDA et al., 2016; LULE et al., 2016).
No Brasil este cenario ndo é diferente, 88 milhdes de pessoas apresentam alguma dificuldade em
digerir lactose (PROZYN, 2010). Contudo, um avanco significativo no setor de produtos lacteos
se intensificou nos ultimos anos. Em 2015, 5,9% dos alimentos langados apresentaram informacdes
de baixo/teor reduzido/sem lactose na embalagem (MINTEL, 2016). Além de um aumento de 13%
no consumo de leite UHT Zero Lactose (KANTAR WORDPANEL, 2016).

O predominio e a gravidade da intoleréncia a lactose sdo eventualmente superestimados
pela populacdo em geral. Esta desorientacdo causa a reducdo indevida do consumo de produtos
lacteos que sdo essenciais a salde, principalmente pelos beneficios do teor de célcio e os das
bactérias probidticas (BAYLESS et al., 2017; CORGNEAU et al., 2017). Desta forma, o uso de
preparacfes enzimaticas exdgenas, bem como formulacGes de produtos lacteos adequados para
pessoas intolerantes parecem indispensaveis como estratégias para a reducdo de sintomas da
intolerdncia a lactose (FACIN et al., 2015; CORGNEAU et al., 2017).

A hidrolise da lactose pelo método enzimatico usando B-D-galactosidase produzida a partir
de Kluyveromyces lactis tem um papel importante nas industrias de laticinios e no processamento
de produtos lacteos contendo baixas concentragdes de lactose (JURADO et al., 2004; HSU et al.,
2007; FACIN et al., 2015). Além disso, os sintomas da intolerancia podem ser reduzidos pela
reposicédo de lactase exdgena obtida de Aspergillus oryzae minutos antes do consumo de lacteos
(HEYMAN, 2006). Portanto, o desenvolvimento de técnicas para a producéo de leite livre ou com
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baixo teor de lactose (TAMIME; THOMAS et al., 2017) e de preparados enzimaticos estaveis para
a ingestdo sdo essenciais (ZHANG et al., 2016; LIU et al., 2017). A imobiliza¢do da B-D-
galactosidase em suportes insollveis como hidrogéis constituidos de polisacaridios € uma
estratégia promissora para ambas as aplicacdes da enzima (FACIN et al., 2015; WOLF et al., 2018).
A imobilizacéo de enzima por adsorcéo é relativamente simples e oferece beneficios consideraveis
como a reutilizacéo da preparagdo enzimética durante ciclos sucessiveis de hidrolise de lactose na
producdo de leites (SHELDON; VAN PELT, 2013). Ainda, a fraca interacdo da enzima com o
suporte polimérico possibilita a liberacdo controlada de enzima no meio digestivo, prolongando a
atividade enzimética (ZHANG et al., 2016; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).

Os materiais poliméricos tem recebido atencdo especial como possiveis suportes para a
imobilizacéo de enzimas. Os hidrogéis baseados em polissacaridios sdo capazes de absorver grande
quantidade de agua, permitindo a imobilizacdo de [3-D-galactosidase e posteriores aplicagdes na
hidrélise de lactose pelo processo de difusdo dos solutos envolvidos (FACIN et al., 2015; WOLF
et al., 2018). Tendo em vista as vantagens da utilizacdo de [-D-galactosidase e do potencial de

aplicacdo em reacdes de hidrolise de lactose, tém-se a consolidacdo da proposta deste estudo.

1.2 OBJETIVOS
A seqguir serdo apresentados o objetivo geral e especifico que norteiam a pesquisa.

1.2.1 Objetivo geral

Sintetizar hidrogéis constituidos de goma arabica e hidrogéis constituidos de quitosana para
imobilizagdo de 3-D-galactosidase e aplicacdo na producdo de leite com baixo/zero teor de lactose

e em processos de liberacdo controlada.

1.2.2 Objetivos especificos

a. Sintetizar e caracterizar o hidrogel de goma arabica e hidrogel de quitosana;

b. Determinar o grau de intumescimento dos hidrogéis em fungéo do pH e temperatura;

c. Estudar o efeito da temperatura, concentracdo inicial de enzima e pH das solugdes na
capacidade de imobilizacéo, atividade enzimatica e fracdo de enzima liberada.
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d. Identificar melhores condig¢Oes experimentais para a producéo de leite com baixo/zero teor
de lactose;

e. Determinar a atividade enzimatica e fragao de B-D-galactosidase liberada em diferentes
pHs e temperaturas.

f.  Estudar ciclos de reuso dos hidrogéis contendo enzima imobilizada.

1.3 SINTESE BIBLIOGRAFICA

A sintese bibliografica aborda assuntos relevantes ao tema estudado apontando a
importancia da hidrolise de lactose em leite e produtos lacteos pela P-D-galactosidase e a
imobilizacdo desta enzima. Os hidrogéis a base de goma arébica e hidrogel de quitosana podem ser

usados como suportes de imobilizacdo e utilizados em aplicacdes alimenticias.

1.3.1 Lactose

O leite € um alimento composto por nutrientes fundamentais a manutencdo da salde
humana e a lactose é o seu principal carboidrato. A lactose é um dissacarideo composto de uma
molécula de glicose ligada a uma de galactose que esté presente no leite de todos 0os mamiferos em
concentracdes que variam de 2 a 10%, sendo que no leite bovino a concentracdo média é de 4,8%
(GOUSAUD, 1985; CAMPOS et al., 2015). O termo intolerancia a lactose é usualmente utilizado
para descrever os sintomas relacionados com pessoas que apresentam ma digestdo da lactose ap6s
consumir leite e derivados, sendo uma questdo de extrema relevancia (PEREIRA et al., 2012). A
deficiéncia de lactase ou hipolactasia existe em trés condicdes diferentes: congénita, primaria e
secundaria. A forma congénita € uma condicdo autossémica recessiva extremamente rara, onde a
atividade da lactase é baixa ou mesmo ausente (LULE et al., 2016). A deficiéncia primaria é
observada frequentemente na idade adulta pela redugdo da atividade enzimética proveniente de
alguns fatores como a gquantidade de lactose ingerida, idade, genética e taxa de digestdo. Além
disso, os fatores biologicos, psicoldgicos e culturais também podem influenciar no nivel de
intolerancia a alimentos contendo lactose. Por fim, a deficiéncia secundaria ou deficiéncia
temporaria, ocorre quando danos ha mucosa atrofiam as vilosidades do intestino delgado pelo uso
de radiacdo ou medicacdo durante tratamento de doencas (TORRES et al., 2016; LULE et al.,
2016).
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A maioria dos intolerantes a lactose pode ingerir até 12 g de lactose por dia, 0 equivalente
a 250 mL de leite sem apresentar sintomas adversos. Para o tratamento da intolerancia a lactose é
recomendada a injestdo gradual de lactose na dieta, e se sintomas gastrointestinais tipicos
persistirem, pode ser adotada uma suplementacéo de lactase (HURDUC et al., 2017). Os sintomas
de intolerancia a lactose podem ser reduzidos com medidas farmacolégicas como a reposicao
enziméatica com lactase exdgena. Esta enzima é comercializada nas formas liquida, cépsula e
tablete, sendo que a eficacia das formulacdes liquidas é superada pelas preparaces em capsulas e
tabletes, pela alta palatividade, diminuicdo de efeitos colaterais e praticidade para a ingestdo
(SUAREZ et al., 1995; FLOOD; KONDO, 2004).

Normalmente as pessoas intolerantes evitam o consumo de leite e derivados deixando de
usufruir dos beneficios do alimento a satide humana. Além disso, com objetivo de suplementagéo
enzimatica € necessario o consumo de lacteos por pessoas com restricGes a lactose. Assim, a
presenca de lactose em alimentos deve ser declarada no rétulo dos produtos de forma clara e legivel
para o consumidor. Atendendo a esta necessidade, novas regras para rotulagem de produtos com
lactose foram publicadas, incluindo os alimentos para dietas com restricdo de lactose (BRASIL,
2017a), e definindo como as informacGes de lactose devem ser colocadas no roétulo,
independentemente do tipo de alimento (BRASIL, 2017b). Os alimentos considerados “isentos de
lactose” contém quantidade de lactose igual ou menor a 0,1 g/100g ou 0,1 g/100mL do alimento
pronto para o consumo, enquanto que os alimentos considerados de “baixo teor de lactose” contém
quantidade de lactose maior que 0,1 g/100g ou 0,1 g/100mL e igual ou menor do que 1g/100g ou
19/100mL do alimento pronto para o consumo (BRASIL, 2017a). A quantidades de lactose acima
de 0,1 g/100g ou 0,1 g/100mL de alimento, devem estar declaradas pela expressdo “contém
lactose” imediatamente apos ou abaixo da lista de ingredientes (BRASIL, 2017b). Também &
estabelecido que os alimentos para dietas com restri¢do de lactose, que atendam a classificacdo de

2 13

“isentos de lactose”, devem empregar a expressdo: “isento de lactose”, “zero lactose”, “0%
lactose”, “sem lactose” ou “ndo contém lactose” proéxima a denominacao de venda do alimento.
Assim como os alimentos que atendam a classificacdo de “baixo teor de lactose” devem trazer a
declaragdo “baixo teor de lactose” ou “baixo em lactose” proxima a denominacdo de venda do
alimento (BRASIL, 2017a). Diante disso, o desenvolvimento de técnicas para a producéo de leite
livre ou com baixo teor de lactose torna-se essencial (FAEDO et al., 2013). Esse processo pode ser

realizado por meio de sua remocdo fisica ou da hidrdlise enzimatica, pela liberacdo dos
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monossacaridios, glicose e galactose (CUNHA et al., 2007). A hidrélise da lactose pelo método
enzimatico é uma técnica promissora na industria de alimentos, onde a catélise ocorre pela enzima

lactase (B-D-galactosidase).

1.3.2 B-D-galactosidase

A B-D-galactosidase € uma enzima hidrolase responsavel pela catalise da ligacdo
glicosidica da lactose produzindo glicose e galactose (TORRES; BATISTA-VIEIRA, 2012). E
também umas das mais importantes enzimas na industria de laticinios (RAM, 2011), utilizada no
processamento de produtos lacteos, tais como a producdo de leite contendo baixas concentragdes
de lactose, na prevencdo de cristalizacdo de produtos lacteos (JURADO et al., 2004; HSU et al.,
2007), e para sintetizar galacto-oligossacarideos pela transgalactosilacdo da lactose (HASSAN et
al., 2016).

O uso de enzimas como a B-D-galactosidase para hidrélise de lactose permite condicoes
operacionais mais brandas de temperatura e pH e ndo ocasionam a desnaturacdo de proteinas,
escurecimento do produto e a formacdo de subprodutos indesejados, aspectos normalmente
observados nos processos de hidrdlise acida (FAEDO et al., 2013). A legislacdo brasileira
estabelece que a enzima lactase utilizada na industria alimenticia deve ser proveniente de micro-
organismos (BRASIL, 2006). Deste modo, as fontes comerciais mais abundantes da enzima [-D-
galactosidase sdo fungos e leveduras (ANSARI; SATAR, 2012). As enzimas obtidas de fungos
filamentosos (Aspergillus oryzae e Aspergillus niger) possuem pH 6timo para hidrdlise na faixa
acida de 2,5 a 4,5 e geralmente sdo utilizadas na hidrdlise de lactose em meios &cidos. Entretando,
as enzimas produzidas por leveduras (Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces fragilis) possuem pH
6timo préximo a neutralidade (6,5 e 7,5), e podem ser aplicadas em industrias de laticinios. Além
dos micro-organismos, a enzima pode ser obtida a partir de animais e plantas, diferindo suas
propriedades de acordo com sua origem (PANESAR et al., 2010; KLEIN, 2010). Caracteristicas
como peso molecular, temperatura e pH 6timo para hidrolise de lactose podem diferir de acordo
com a fonte enzimatica ou quando se utiliza a enzima imobilizada (RAM, 2011).

A B-D-galactosidase pode ser utilizada para hidrolise de lactose na forma livre em processos
de batelada e na forma imobilizada, tanto em batelada quanto em operacgéo continua. Como o custo

da enzima ¢ relativamente elevado, o sistema de imobiliza¢do de -D-galactosidase em suportes
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solidos como os hidrogéis é vidvel economicamente por oferecer a possibilidade de reutilizacdo da
enzima e aumentar a estabilidade ao processo (PANESAR et al., 2010). Com um processo bem
sucedido, a B-D-galactosidase imobilizada pode ser utilizada para a producao de leite com baixo
teor de lactose para consumo direto (FAEDO et al., 2013), e também na liberacdo controlada de
enzima (GROSOVA et al., 2009).

1.3.3 Aplicacoes de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogéis a base de polissacaridios na

hidrélise de lactose

A hidrolise de lactose pela reagao enzimatica de f-D-galactosidase possui grande relevancia
em relacdo aos problemas nutricionais ocasionados pela intolerancia a lactose. Tanto a remocéo da
lactose do leite quanto a suplementacdo de enzima exdgena sdo estratégias para que intolerantes a
lactose ndo deixem de desfrutar dos beneficios nutricionais do leite e produtos lacteos. Neste
sentido, a imobilizagdo de B-galactosidase para a hidrélise da lactose é uma estratégia promissora,
tendo grande potencial de aplicacdo na obtencdo de produtos com baixo teor de lactose e na

liberacdo controlada da enzima ingerida via oral.

1.3.3.1 Obtengéo de leite com baixo/zero teor de lactose

A imobilizacdo de enzimas industriais visa melhorias na produtividade em grande escala
de forma econémica e sustentavel. Assim, as limitacdes das enzimas solUveis em aplicacdes
industriais sdo superadas (HUSAIN et al., 2011). O desenvolvimento de técnicas para imobilizagdo
de B-D-galactosidase torna-se essencial para a producédo de leite baixo/zero teor de lactose. Pelo
custo da enzima pura ser relativamente elevado, o sistema de imobilizagdo de 3-D-galactosidase é
viavel economicamente porque oferece a possibilidade de reciclo do imobilizado e confere uma
maior estabilidade frente as variaveis do processamento (PANESAR et al., 2010).

A hidrélise de lactose no leite para processamento de alimentos previne a cristalizacéo de
lactose em produtos de leite congelados e condensados. Além disso, a utilizagdo de leite hidrolisado
para a fabricacdo de iogurtes e queijos acelera o processo de acidificacdo uma vez que a hidrolise
da lactose € normalmente o passo limitante do processo. Assim, o tempo definido de fermentagéo

do iogurte é reduzido e o desenvolvimento da estrutura e do sabor no queijo acelerado. A hidrolise
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da lactose do soro ¢ outra aplicagdo importante da B-D-galactosidase na industria de lacticinios
(PANESAR et al., 2010). Além da agdo hidrolitica, a p-D-galactosidase possui também atividade
de transferase pela qual a enzima produz e hidrolisa uma série de oligossacarideos, que tém um
efeito benéfico no crescimento desejavel da microflora intestinal (PANESAR et al., 2010).
Resultados promissores foram obtidos utilizando hidrogel a base de goma ardbica (WOLF et al.,
2018) e hidrogel a base de quitosana (FACIN et al., 2015) para a imobilizacgao de 3-D-galactosidase
e aplicacdo na producao de leites com baixo ou zero teor de lactose. Desta maneira, 0s hidrogéis a
base de polissacaridios contendo B-D-galactosidase imobilizada podem ser utilizados em
experimentos ciclicos de hidrdlise de lactose, sendo Uteis para a produ¢do de alimento com baixo
ou zero teor de lactose com alta eficiéncia (FACIN et al., 2015; WOLF et al., 2018).

1.3.3.2 Liberac¢ao controlada de f-D-galactosidase a partir de hidrogéis

Os efeitos colaterais provocados pela lactose ndo digerida podem ser reduzidos com
ingestdo de -D-galactosidase imobilizada em hidrogéis, além da obtencéo de leite com baixo teor
de lactose. Do ponto de vista tecnologico, hidrogéis contendo B-D-galactosidase imobilizada
podem liberar de forma controlada a enzima, suprindo a funcdo da enzima liquida exdgena com
melhor eficiéncia na hidrdlise de lactose e aumentando a vida util no trato digestivo (GROSOVA
et al., 2009; FACIN et al., 2015). Para compensar variagdes clinicas da enzima liquida, a B-D-
galactosidase imobilizada em hidrogéis a base de polissacaridios pode ser ingerida e liberada
controladamente, com melhor eficiéncia hidrolitica, no intestino delgado. A imobilizagdo de 3-D-
galactosidase em hidrogel é vantajosa porque possui maior eficiéncia, palatabilidade e minimizacéao
dos efeitos secundarios. Assim, as capsulas contendo -D-galactosidase imobilizada podem ser
uma alternativa promissora para suplementar a auséncia desta enzima em intolerantes a lactose
(SUAREZ et al., 1995; FLOOD; KONDO, 2004). A taxa de liberagédo de enzima pode ser
monitorada para aumentar a sua vida util no trato digestivo. Além disso, as concentracdes de
enzimas podem ser mantidas no intervalo apropriado para hidrolise de lactose (SUAREZ et al.,
1995; FLOOD; ONDO, 2004).

1.3.4 Imobilizacao de enzimas por adsorcao
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A imobilizacdo consiste no confinamento da enzima em um suporte sélido para posterior
reutilizacdo como biocatalisador, tornando o processo menos oneroso (GUISAN, 2006). A
imobilizacdo de enzimas em suportes insolGveis é uma técnica eficiente para fornecer carga
enzimatica ao reator e a0 mesmo tempo, conceder maior estabilidade frente ao pH, temperatura e
tempo de armazenamento (ALBAYRAK; YANG, 2002). Um processo eficiente de imobilizacao é
afetado pelas caracteristicas da enzima, do suporte e do método de imobilizacdo (CANTONE et
al., 2013). Com isso, a avaliacao destes trés fatores é de suma importancia.

Qualquer transportador pode ser aplicado para adsorcao/imobilizacdo enzimatica. Porém,
nem todas as enzimas podem ser imobilizadas em todos os veiculos. A razéo é que para a adsor¢do
bem sucedida da enzima é necessaria algumas condic6es tal como haver afinidade entre suporte-
enzima. Isso, por exemplo, é assegurado pela presenca dos grupos ativos especificos no
transportador, que permitem a geracdo das interacdes suporte-enzima (JESIONOWSKI et al.,
2014).

Apesar da grande diversidade de métodos desenvolvidos e aplicados na imobilizacdo de
enzimas, ndo had um método aplicavel para todas as enzimas. Portanto, para cada aplicacdo da
enzima imobilizada é necessario selecionar o procedimento mais simples € menos oneroso que
resulte em um derivado com boa retengéo de atividade e alta estabilidade operacional (MENDES
et al., 2011). Entre muitos métodos propostos para a imobilizacdo de proteinas, o mais importante
e util é a imobilizacdo por adsorcdo. As ligacbes quimicas sdo fracas o bastante para ndo alterar a
conformacao estrutural nativa da enzima. Isso evita que os locais ativos da enzima se perturbem e
permite que a enzima retenha sua atividade (HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011;
HWANG; GU, 2013).

A adsorcao fisica é considerada um método simples de imobilizacdo de enzima em um
suporte insoltvel, pois, ela é mantida na superficie do suporte por forcas de van der waals,
interacbes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e ligacbes idnicas. As vantagens incluem a
possibilidade de reutilizacdo do suporte, baixo custo e simplicidade do método. Em contrapartida,
a desvantagem da técnica séo as fracas forgas de ligacdes de adsorcdo (PANESAR et al., 2010;
RUEDA et al., 2016). Na adsorcdo ibnica a enzima se une ao suporte através de atragdes
eletrostaticas estabelecidas entre as cargas opostas presentes, tanto na superficie do suporte quanto

da enzima. Este método de imobilizacdo é mais efetivo que a adsorcdo fisica, mas € inferior em
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relacdo aos outros métodos de imobilizacdo que envolvem interacdes mais fortes entre suporte e a
enzima (CARDOSO et al., 2009).

As enzimas imobilizadas possuem atividade superior em relacdo as livres devido a maior
disponibilidade de seus sitios ativos quando imobilizadas nos poros do solido. Além de ser uma
técnica ecoldgica e acessivel, prolonga a vida atil do biocatalizador proporcionando uma
recuperacdo facil e reutilizacdo das enzimas em sucessivos lotes da producdo de interesse
(CASTIGLIONI, 2009). Portanto, a imobilizacdo pode ser uma alternativa viavel e eficiente na

otimizacao efetiva do desempenho operacional em processos industriais (SHELDON, 2007).

1.3.5 Hidrogéis a base de polissacaridios na imobilizacédo de enzimas

Hidrogéis biodegradaveis tém sido amplamente estudados para aplicacdo em diversas areas
cientificas, tanto médica quanto tecnoldgica, sendo suportes eficientes para a imobilizagdo de
enzimas (COVIELLO et al.,, 2007). Hidrogéis sdo constituidos de redes poliméricas
tridimensionais com capacidade de absorver e reter quantidades significativas de agua e/ou fluidos
bioldgicos devido a presenca de grupos hidrofilicos em sua estrutura porosa (PAULINO et al.,
2010; BORTOLIN et al., 2012). Os hidrogéis sao estruturas poliméricas constituidas por uma ou
mais redes poliméricas tridimensionalmente estruturadas, formadas por cadeias de macromoléculas
conectadas por ligagdes cruzadas ou interagdes fisicas. A rede hidrofilica de um hidrogel é
composta por grupos quimicos tais como grupos hidroxilicos, carboxilicos, sulfonicos, dentre
muitos outros utilizados na sintese desses tipos de materiais (GANJI; VASHEGHANI-
FARAHANI, 2009).

Hidrogéis a base de polissacaridios naturais tem alta estabilidade pela presenca de ligacGes
de hidrogénio e ligacGes cruzadas entre monémeros nas redes poliméricas, sendo que o grau em
que essas ligagdes ocorrem influencia diretamente a taxa de intumescimento e desentumescimento
do material. Outros parametros que influenciam no grau de intumescimento dos hidrogéis incluem
temperatura, pH, pressdo e campo elétrico (AOUADA et al., 2011). A medida que os hidrogéis
intumescem, moléculas de diferentes tamanhos podem se difundirem através de sua estrutura
tridimensional (HOFFMAN, 2012), e essa difusdo permite que hidrogéis sejam utilizados em

sistemas de imobilizag&o e liberacéo controlada. Os hidrogéis tém sido amplamente estudados para
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aplicacBes em diversas areas (PAULINO et al., 2009) tais como ambiental, biol6gica, farmacéutica,
médica e biotecnolégica (VAN VLIERBERGHE et al., 2011).

Existe uma variedade de polimeros que ocorrem naturalmente, principalmente
polissacaridios insolUveis em agua tais como celulose, amido, agarose, quitosana, entre outros, 0s
quais tém sido amplamente utilizados como suportes para imobilizacdo de enzimas
(KRAJEWSKA, 2004). Ainda, hidrogéis superabsorventes tém sido eficientes para imobilizacdo
de enzimas (COVIELLO et al., 2007) e tém despertado grande interesse devido a sua
biodegradabilidade, biocompatibilidade, nédo-toxicidade, abundéncia e baixo custo (KIM et al.,
2012; SAMANTA et al., 2014). Entretanto, as propriedades e a microestrutura dos polimeros
naturais sdo dificeis de controlar experimentalmente de forma reproduzivel, apresentando
propriedades mecanicas ruins e variacdo na composicdo quimica, dependendo do lote. Por esta
razdo, a modificacdo quimica e/ou a mistura com outros polimeros sintéticos as vezes se torna
necessaria para obtencdo de melhores propriedades mecénicas, solubilidade, sensibilidade a
estimulos especificos, dentre outros (AOUADA et al., 2011).

O suporte é o principal contribuinte para aumentar a eficiéncia de um sistema de
imobilizacdo (MENDES et al., 2011). Os materiais utilizados na elaboracdo de suportes devem
possuir alta capacidade de retencdo, ter resisténcia mecanica para estender a vida operacional, ser
atoxico, ter baixo custo, serem abundantes na natureza e apresentar facilidade de operacdo em
grande escala (PRADELLA, 2001; CANILHA et al., 2006). Os principais atributos necessarios
envolvem a area superficial, permeabilidade, insolubilidade, morfologia, composi¢do, natureza
hidrofilica ou hidrofébica, resisténcia ao ataque microbiano, resisténcia mecanica e custo. A
selecdo do material de suporte analisa as propriedades fisicas e quimicas, bem como a capacidade
de regeneragdo do material (VILLENEUVE et al., 2000; MENDES et al., 2011). Entre os
polissacaridios disponiveis na natureza, a goma arabica e a quitosana sdo relatados como eficientes
na sintese de hidrogéis para aplicagdo na imobilizagdo de P-D-galactosidase objetivando a
producéo de leites com baixo teor de lactose e em processos de liberacao controlada (FACIN et al.,
2015; LIU et al., 2017; WOLF et al., 2018).

1.3.5.1 Mecanismo de difusdo em hidrogéis a base de polissacaridios
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Existem diferentes mecanismos de imobilizacéo e liberacdo de enzimas a partir de hidrogéis
que podem ser estudados, tais como aqueles influenciados pelo intumescimento do hidrogel, pelos
coeficientes de difusdo dos solutos, pelo relaxamento macromolecular da rede polimérica
tridimensional hidrofilica e pelas interac6es fisico-quimicas entre hidrogel e soluto (FACIN et al.,
2015; WOLF et al., 2018). O mecanismo de difusdo em hidrogéis pode ser descrito pela lei de
difusdo de Fick com algumas modificagdes (PAULINO et al., 2006a). Nesse caso, a porosidade
dos hidrogeéis influencia o coeficiente de difusdo dos solutos e os processos de liberacdo podem
ser dificultados pelas redes poliméricas tridimensaionais contendo alto grau de reticulacdo. A
liberacdo controlada pode também ocorrer pela absorcdo de moléculas de dgua com subsequente
dessorcdo do soluto conforme descrito no mecanismo controlado pelo intumescimento (LIN;
METTERS, 2006).

A resisténcia mecanica dos hidrogéis pode sofrer alteracdo com a modificacdo da
estrutura polimérica tridimensional, aumentando ou diminuindo o volume durante o processo
de hidratacdo. Com a variacdo do volume, podem ocorrer alteracbes nos processos de
imobilizacdo e liberacdo os quais sdao também influenciados pela composicdo e densidade de
reticulacdo dos hidrogéis. Por fim, o solvente que se difunde através da estrutura do hidrogel
gera uma tensdo superficial responsavel pelo aumento da distancia entre as cadeias poliméricas,
aumentando o relaxamento macromolecular e aumentando o intumescimento. Esse processo de
intumescimento é acompanhado pela dessor¢cdo do soluto e sua liberacdo controlada conforme
descrito na literatura (RANGA RAO et al., 1988; GUPTA et al., 2002). Se as moléculas
imobilizadas nas redes dos hidrogéis forem pequenas como os peptideos e proteinas, sua difusao
serd mais facil e sua liberacdo poderd ocorrer por processos difusionais (BENCHERIF et al.,
2009).

1.3.5.2 Hidroggéis a base de goma arabica

A goma arabica € um biopolimero atdxico e biodegradavel obtido a partir de caules e ramos
de acécia (MAQBOOL et al., 2011). E um polissacarideo com propriedades acidas contendo
estrutura ramificada de cadeia principal formada por unidades de D-galactopiranose unidas por
ligacdes glicosidicas B-D (1,3). As cadeias laterais sdo ligadas a cadeia principal por ligagdes [

(1,6), formadas por estruturas quimicas de D-galactopiranose, L-ramnose, L-arabinofuranose e
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acido glucurdnico (GILS et al., 2010). E um polissacarideo biocompativel, ndo toxico, soltivel em
agua e relativamente barato, sendo uma goma natural amplamente utilizada em inddstrias
alimenticias, cosméticas e farmacéuticas (SHAIKH et al., 2014).

A goma arabica possui potencial utilidade na industria alimenticia como filme ou
revestimento de produtos devido as suas propriedades emulsificantes (AIT-OUAZZOU et al.,
2010). Além disso, ela pode ser utilizada para processos de imobilizacdo de solutos, e para
producdo de cosméticos e tintas litograficas (MOTLAGH et al., 2006). Muitas vezes, a goma
arabica tem sido também utilizada na microencapsulacéo de aroma em alimentos liquidos volateis
para transformagdo em p6 (YE et al., 2012). Nas formulacBes farmacéuticas, € comum o uso de
goma arabica em sistemas de liberagdo controlada (RAMAKRISHNAN et al., 2007; WANG et al.,
2015) e na preparacdo de hidrogéis superabsorventes (SHAIKH et al., 2014; GUILHERME et al.,
2015).

As propriedades fisico-quimicas dos hidrogel a base de goma arébica s&o provenientes de
diferentes mondmeros que séo utilizados durante a sintese. A acrilamida muitas vezes € utilizada
como mondémero para aumentar a resisténcia mecanica do hidrogel e acido acrilico para aumentar
a capacidade de intumescimento e imobilizacdo (ZONATTO et al., 2017). Hidrogéis a base de
goma arabica tém sido estudados e aplicados muitas vezes devido as suas respostas a variacao de
estimulos externos como variacdo no pH, temperatura, campo magnético, campo elétrico e forca
ionica (PAULINO et al., 2010; GEROLA et al., 2016).

1.3.5.3 Hidrogéis a base de quitosana

A quitosana é um polimero catiénico obtido por desacetilacdo parcial da quitina e é
biocompativel, biodegradavel e ndo toxica. E formada por unidades repetitivas de N-
acetilglucosamina e D - glucosamina ligadas por ligacdes 1,4-glicosidicas, sendo que a propor¢ao
da unidade depende do grau de desacetilacdo (PAULINO et al., 2006b; BOSTAN et al., 2013;
ATTA et al.,, 2015). A quitina é encontrada no exoesqueleto de crustaceos, crisalidas do bicho da
seda, dentre outros, sendo o segundo biopolimero natural mais abundante na natureza apés celulose
(PAULINO, et al., 2006b; KAMMOUN et al., 2013; ELGADIR et al., 2015). Leveduras e fungos
séo fontes de quitina e as paredes celulares de alguns fungos também sao fontes diretas de quitosana

(WU et al.,, 2005). A quitosana é um importante biopolimero para aplica¢cbes biomédicas,
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cosmeéticas, téxteis, biotecnoldgicas e em sistemas de liberacdo modificada de farmacos
(SIEDENBIEDEL e TILLER, 2012).

A quitosana é soluvel em solucdo aquosa de acido acético diluido uma vez que o grupo
amino é protonado e responsavel por sua solubilidade (RINAUDO, 2006). A modificacdo quimica
da quitosana é necesséria para melhorar sua solubilidade e algumas outras propriedades como a
hidrofilia, mecénicas e natureza i6nica. Os locais reativos na estrutura da quitosana para as
modifica¢bes quimicas s&o: (i) grupo -NH. em C-2, (ii) grupo hidroxila em C-3 e (iii) grupo
hidroxila em C-6. As posicGes C-2 e C-6 sdo mais suscetiveis a substituicdes e reacdes uma vez
que estes sdo locais mais reativos, enquanto que no C-3 ha impedimento estérico, sendo menos
reativo (ALVES et al., 2008). Hidrogéis a base de quitosana sdo excelentes matrizes para a
imobilizacdo de enzimas em aplicacdes tecnoldgicas. Assim, podem-se utilizar diferentes tipos de
mondmeros para a sintese de hidrogéis com alta porosidade e capacidade de intumescimento em
solucdes aquosas (FACIN et al., 2015). Hidrogéis a base de quitosana podem ser aplicados na
imobilizacdo de diferentes solutos, no tratamento de aguas e efluentes industriais, na liberacdo
controlada de solutos organicos e inorganicos, como membranas de filtracdo, capsulas de

suplementacdo alimentar, dentre outros (WOLF, et al., 2018).
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2 CAPITULO 2

IMOBILIZACAO DE B-D-GALACTOSIDASE EM HIDROGEIS A BASE DE
POLISSACARIDIOS PARA HIDROLISE DE LACTOSE E LIBERACAO CONTROLADA

2.1 INTRODUCAO

A B-D-galactosidase produzida a partir de Kluyveromyces lactis tem sido amplamente
empregada na hidrolise de lactose de alimentos lacteos industriais, produzindo glicose e galactose
(TORRES; BATISTA-VIEIRA, 2012). A hidrélise da lactose minimiza os problemas de
cristalizacdo em alimentos contendo aglcar e aumenta a o tempo de prateleira. Além disso, diminui
os problemas de salde para individuos intolerantes a lactose, aumentando a solubilidade e a
digestibilidade dos alimentos lacteos (JURADO et al., 2004; RICARDI et al., 2017). No entanto,
a hidrdlise usando enzimas livres aumenta o custo de producdo de alimentos sem lactose ou com
baixo teor de lactose (FACIN et al., 2015). Assim, a imobilizacdo de B-D-galactosidase para a
hidrélise de lactose € uma estratégia promissora para a industria de alimentos quando o objetivo é
produzir alimentos com teores reduzidos de lactose (LIU et al.,, 2012). Um processo de
imobilizacdo adequado evita a desnaturacdo enzimatica em ambientes contendo catalisadores
ativos estaveis ou solucdes com diferentes temperaturas e valores de pH. Além disso, uma enzima
imobilizada pode ser facilmente recuperada e reutilizada em varios ciclos de hidrolise, o que reduz
a relacdo custo/beneficio no processo industrial (LIU et al., 2012).

Muitas estratégias e suportes tém sido estudados para a imobilizagdo de p-D-galactosidase
a fim de melhorar a producdo industrial de alimentos com baixo teor de lactose (RICARDI et al.,
2017). Fatores que interferem na estabilidade e atividade da -D-galactosidase tais como tipo de
suporte, pH e temperatura, devem ser cuidadosamente controlados durante os processos de
imobilizacdo e liberagdo para melhorar a eficiencia de hidrélise (MENDES et al., 2011). Processos
de imobilizacdo de enzimas empregando estudos de adsor¢do sdo muito comuns e envolvem
interacdes fisico-quimicas, idnicas e de hidrogénio fracas entre o suporte e a enzima (RUEDA et
al., 2016). Estes fendbmenos mantém a estrutura molecular nativa da enzima especifica e os sitios
ativos sdo inalterados, permitindo uma atividade enzimatica significativa dentro do material
adsorvente (HERNANDEZ; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2011). Um material adsorvente
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utilizado para a imobilizagéo enzimética deve contribuir para a manutencgdo da atividade enzimatica
e do desempenho durante a aplicacdo (MENDES et al., 2011). Portanto, os hidrogéis naturais a
base de polissacaridios hidrofilicos ou hidrofébicos sdo excelentes adsorventes para a imobilizacao
enzimatica devido a sua biodegradabilidade, biodisponibilidade, ndo toxicidade e alta capacidade
de absorcdo de &gua e fluidos bioldgicos (COVIELLO et al., 2007; ZONATTO et al., 2017).

A goma arabica é um polissacarideo natural extraido de diferentes acacias (SNOWDEN et
al., 1987). Este polissacarideo possui estrutura molecular contendo glicoproteinas e agucares que
atuam como sitios ativos nos processos de imobilizacdo (SANCHEZ et al., 2017). Além disso, a
goma arabica também tem propriedades emulsificantes, ndo toxicidade, alta solubilidade e baixa
viscosidade em comparacdo a outros polissacaridios (DAOUB et al., 2016; SANCHEZ et al.,
2017). Outro polissacarideo interessante € a quitosana, forma desacetilada da quitina e solivel em
solucdes de acido acético diluido. A quitina é o biopolimero aminopolissacarideo mais abundante
na natureza responsavel pela extrutura dos exoesqueletos de crustaceos, insetos, fungos, dentre
outros (ELIEH-ALI-KOMI et al., 2016). Assim, ambos polissacaridios podem ser eficientemente
aplicados nas sinteses de hidrogéis superabsorventes para aplicacdes na imobilizacdo de diferentes
solutos (FACIN et al., 2015; ZONATTO et al., 2017).

2.2 MATERIAL E METODOS

Os reagentes e métodos utilizados durante os procedimentos experimentais do Capitulo 2

sdo apontados a seguir.

2.2.1 Reagentes

A quitosana (QA) utilizada foi produzida a partir de crisalidas de bicho da seda com massa
molar aproximadamente de 6,9 x 10 ® Dalton e grau de desacetilacdo de aproximadamente
90% (PAULINO et al., 2006b). Goma arabica (GA), metacrilato de glicidila (MAG), acrilamida
(AAm), persulfato de potassio (PP), Acido acrilico (AAc), N,N’- metileno-bisacrilamida (MBA),
persulfato de aménio (PA), reagente de Bradford e albumina de soro bovino (BSA) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich. B-D-galactosidase (Lactomax 200S, EC 3.2.1.23) foi fornecida pela
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Prozyn, Brasil. Os outros reagentes utilizados foram de grau analitico e cada solucao preparada em
agua Milli-Q®.

2.2.2 Sintese de hidrogel a base de goma arabica

A goma arabica foi purificada antes da sintese do hidrogel dissolvendo quantidades
conhecidas do polissacarideo em agua Milli-Q® a 60,0 £ 1,0 °C sob agitacdo magnética constante
por 20 min. Subsequentemente, o polissacarideo foi precipitado em etanol, separado por
centrifugagéo e seco por liofilizagdo (TFD5503, llshin Lab. Co. Ltd., Coreia) a -60,0 + 1,0 °C
durante 24 h. Este procedimento foi repetido trés vezes para obter a goma arabica purificada. A
goma arabica purificada foi modificada dissolvendo 12,0 g do polissacarideo em 500,0 mL de agua
Milli-Q® a 60,0 £ 1,0 °C sob agitacdo magnética constante durante 20 min. Em seguida, o pH da
solucdo foi ajustado para 3,5 gotejando lentamente &cido cloridrico concentrado. Apos isso, 9,456
mmol de metacrilato de glicidila foram adicionados e o sistema foi mantido em agitacdo magnética
constante por 24 h a 50,0 + 1,0 °C para modificacdo da goma arabica. O sistema foi vedado para
evitar a evaporacdo da solucdo reacional. A goma arabica modificada foi precipitada em etanol,
lavada vérias vezes com agua Milli-Q®, reprecipitada para purificacdo, congelada em ultrafreezer
(IULT 335 D, Indrel, Brasil) e seca por liofilizacdo a -60,0 £ 1,0 °C por 24 h, para posterior sintese
do hidrogel. Para a sintese do hidrogel foram utilizadas 7,0 g de goma ardbica modificada que foi
dissolvida em 50,0 mL de 4gua Milli-Q® a 50,0 + 1,0 °C sob agitacdo magnética constante durante
20 min. Em seguida, 0,5215 mmol de persulfato de potassio e 0,0211 mmol de acrilamida foram
adicionados, mantendo a solucdo aquosa a 65,0 £ 1,0 °C durante 90 min para a reticulagédo
completa. A acrilamida foi adicionada durante esta sintese para melhorar a resisténcia mecénica do
hidrogel final. Apesar de acrilamida ser tdxica, a baixa quantidade adicionada ndo gerou efeitos
toxicos para o hidrogel sintetizado. O hidrogel formado foi cortado em pequenos pedagos
cilindricos de aproximadamente 600,0 mg e secos em estufa com circulagéo de ar (Alpax FD) a
50,0 + 1,0 ° C por 24 horas para posterior aplicacdo nos processos de imobilizacdo de B-D-

galactosidase.

2.2.3 Sintese de hidrogel a base de quitosana
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A metodologia de sintese para o hidrogel a base de quitosana proposta por Paulino et al
(2009) é realizada com quantidades conhecidas de quitosana (QA), &cido acrilico (AAc) e metileno
bisacrilamida (MBA) copolimerizados na presenca de PP ou PA como o iniciadores. Assim, uma
solucdo de QA 1% foi preparada em acido acético 2 %, em que 30,0 mL dessa solucdo foram
adicionados em um baldo de trés hastes nas quais foi conectado um condensador de refluxo, um
funil para adigdo de reagentes e um cilindro de nitrogénio gasoso. Apds isso, a mistura foi deaerada
por 30 min para remover interferéncias de oxigénio no processo de reticulacdo. Em seguida, foram
adicionados ao baldo 0,5215 mmol de PP, 3,40 mL de AAc e 0,150 g de MBA em 15,0 ml de agua
deionizada previamente deaerada. A solucdo final foi homogeneizada e mantida em agitacdo
constante por 3ha 70,0 £ 1,0 ° C até a completa polimerizacdo. O hidrogel formado foi transferido
para um recipiente contendo uma solugdo aquosa de hidréxido de sodio 2 mol Lt por 15 min, para
neutralizacdo. O hidrogel formado foi seco por liofilizacdo a -60,0 £ 1,0 ° C durante 12 h para

posterior aplicagdo na imobilizacdo de 3-D-galactosidase.
2.2.4 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (espectrofotdmetro Nickelson
FT-IRmax MB-100) foram registrados usando pastilhas de KBr a 1%. A resolugéo espectral foi de
4,0 cm™ e a taxa de aquisicdo de dados foi de 21 interferogramas por minuto.
2.2.5 Microscopia eletrdnica de varredura

As amostras de hidrogel foram intumescidas até atingir o equilibrio, congeladas em
nitrogénio liquido a -180 °C e secas por liofilizacdo a -60,0 + 1,0 °C por 24 h. As imagens de
microscopia eletronica de varredura foram obtidas em microscépio JEOL, modelo JSM-6701F,
operando a 20 KeV.

2.2.6 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento foi determinado pela imerséo de 100,0 mg de hidrogel seco em

50,0 mL de agua destilada, ii) agua potavel, iii) solucdo tampao fosfato de pH 7,0 para simular o
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pH do leite UHT e iv) solugdo tampao acetato de pH 4.0 para simular um sistema gastrico e a regido
do ponto isoelétrico da B-D-galactosidase. O intervalo de valores de pH avaliado nesta secéo
abrange valores de pHs estudados no desenvolvimento do trabalho. Estes estudos foram realizados
em temperatura de 25 e 37,0 + 1,0 °C. As massas de hidrogéis intumescidos foram medidas em
intervalos de tempo 3, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 120, 240, 480, 960, 1440, 2880, 4320 min e o0 grau
de intumescimento calculado usando a Equacéo 1:

my- mg

Gl =

1)

mg
em que m; e ms sdo as massas de hidrogéis intumescidos e secos, respectivamente.
2.2.7 Imobilizacao de p-D-galactosidase

A B-D-galactosidase foi imobilizada imergindo pecas de 100,0 mg de hidrogel seco em
erlenmeyers de vidro contendo 8,5 mL de solugdo tampéo fosfato a pH 7,0 ou solugéo tampé&o
acetato a pH 4,0, ¢ 1,5 mL de B-D-galactosidase, mantidos a temperatura de 25 + 1,0 °C. A
concentragdo de B-D-galactosidase nas solugfes aquosas durante os estudos de imobilizagdo foram
realizadas por espectrofotometria UV-vis (Femto Cirrus 80SA), preparando as amostras coletadas
entre 0 e 1440 min pelo método de Bradford (1976). A concentracao foi calculada utilizando uma
curva de calibragcdo de absorbancia versus concentracdo de ASB. A capacidade de imobilizacéo

(qe) da p-D-galactosidase no hidrogel foi calculada usando a Equacgéo 2:

q = (2==9).v )

mg

em que C, e Ceq sdo as concentragdes inicial e equilibrio de B-D-galactosidase, respectivamente,

ms ¢é a massa de hidrogel seco e V ¢ o volume de solugdo tampao contendo 3-D-galactosidase.

A eficiéncia de imobilizacdo (EI) foi calculada usando a Equacéo 3:

Cenzima t=¢)— Cenzima

EI(%) =

3)

Cenzima t=o)
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em que Cenzima o) € a concentragdo inicial de f-D-galactosidase na solugéo, Cenzima € a
concentracdo remanescente de f-D-galactosidase apos o processo de imobilizacdo no hidrogel em
um tempo t especifico.

2.2.8 Hidrolise de lactose padrio usando f-D-galactosidase livre

A lactose padréo foi hidrolisada adicionando em erlenmeyers de vidro 2,0 mL de B-D-
galactosidase livre 9,0 % (v/v), 9,0 mL de solucdo tampéo fosfato de pH 7,0 ou solucdo tampéo de
acetato de pH 4,0, e 1,0 mL de solucdo de lactose padrdo 5,0% (m/v), a temperatura de 25 £ 1,0
°C. Aliquotas da solucdo de lactose foram coletadas para analise por espectrofotometria UV-vis
em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min usando um kit Bioclin.

2.2.9 Hidrolise de lactose padrio usando B-D-galactosidase imobilizada

A lactose padrdo foi hidrolisada por imerséo do hidrogel a base de goma arabica ou hidrogel
a base de quitosana, contendo B-D-galactosidase imobilizada, em erlenmeyers de vidro contendo
9,0 mL de solucédo tampéo fosfato de pH 7,0 e 1,0 mL de solucéo de lactose padrédo 5,0 % (m/v) a
temperatura de 25 + 1,0 °C e a 37,0 £ 1,0 °C. Aliquotas de solucdo foram coletadas para analise
por espectrofotometria UV-vis em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min usando um
Kit Bioclin.

2.2.10 Reciclo de hidrogel contendo p-D-galactosidase imobilizada

Os hidrogéis contendo B-D-galactosidase imobilizada, previamente aplicados na hidrolise
de lactose, foram secos em estufa com circulagdo de ar a 37,0 £ 1,0 ° C por 24 h e imersos numa
solugéo contendo 9,0 mL de tampéo fosfato de pH 7,0 e 1,0 mL de lactose padréo 5,0 % (m/v), a
temperatura de 25 + 1,0 °C. Neste novo ciclo de hidrolise, foram coletadas aliquotas de solu¢édo em
intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min e a hidrélise da lactose foi monitorada por
espectrofotometria UV-vis utilizando um kit Bioclin. No final de cada ciclo, o hidrogel foi

removido da solucdo de lactose, lavado com agua Milli-Q e seco por liofilizagdo durante 24 h para
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subsequente reaplicagdo num novo ciclo de hidrélise. A atividade da -D-galactosidase no hidrogel
apos cada ciclo foi calculada utilizando a Equacéo 4:

Atividade enzimatica em n ciclo ( 4)

Atividade relativa = — — ,
Atividade enzimatica no 1° ciclo

2.2.11 Producéo de leite com baixo teor de lactose

A lactose contida no leite UHT foi hidrolisada por imersdo de hidrogéis contendo B-D-
galactosidase imobilizada em erlenmeyers contendo 9,0 mL de solucéo tampéo fosfato de pH 7,0
e 1,0 mL de leite UHT, atemperatura de 25 £ 1,0 °C. Aliquotas de amostras de leite foram coletadas
para analise por espectrofotometria UV-vis em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240

min.
2.2.12 Liberacéo controlada de p-D-galactosidase

O processo de liberacdo controlada foi realizado introduzindo hidrogéis secos contendo [3-
D-galactosidase imobilizada em erlenmeyers com solucdo tampdo fosfato ou solucdo tampéo
acetato em diferentes temperaturas. A concentracdo de B-D-galactosidase liberada em solucgdo
aquosa foi monitorada em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min e determinada por
espectrofotometria Uv-vis utilizando o método de Bradford. A fracdo de B-D-galactosidase

liberada a partir dos hidrogéis foi calculada utilizando a Equacéo 5:

Frag:ﬁo Liberada (FL) _ Quantidade liberada (5)

Quantidade absorvida

2.2.13 Anaélise estatistica

Os resultados das andlises estatisticas foram expressos como média * desvio padréo para a
capacidade e eficiéncia de imobilizacdo de B-D-galactosidase, atividade de B-D-galactosidase,

concentragdo de glicose, fracdo liberada de B-D-galactosidase e atividade relativa de B-D-
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galactosidase. Todos os dados foram calculados para amostras em triplicata usando ANOVA e
considerando o teste t, com nivel de significancia de 95 % (p < 0,05).

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados e discusséao referentes ao Capitulo 2.

2.3.1 Espectros de FT-IR do hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana

Na Figura 1 sdo apresentados os espectros de FT-IR para a goma arabica purificada (a),
metacrilato de glicidila (b), goma arébica modificada (c) e hidrogel a base de goma arabica (d). A
banda de absorcdo em aproximadamente 1620 cm™ no espectro de goma arabica purificada esta
relacionada a grupos — C-O de polissacaridios purificados. A banda em aproximadamente 1700
cm™! no espectro do metacrilato de glicidila esta associada a frequéncia de estiramento dos grupos
carbonilas (-C=0) do éster conjugado. Este grupo quimico foi adicionado a estrutura molecular do
polissacarideo purificado durante o processo de modificacao para iniciar o processo de reticulacédo
na sintese do hidrogel.

As bandas de absor¢do em aproximadamente 2930 cm™ para todos o0s espectros
correspondem as frequéncias de alongamento dos grupos —C-H. Devido a pequena quantidade de
acrilamida adicionada durante a sintese do hidrogel, foram encontradas frequéncias discretas de
estiramento para grupos amina no espectro de hidrogel em aproximadamente 1500 cm™. No
entanto, 0 aumento na faixa de absor¢do em aproximadamente 1700 cm™ indica a presenca de
maiores quantidades de grupos carbonila apds a sintese do hidrogel. As bandas registadas a
aproximadamente 3500 cm™ nos espectros da goma arabica purificada, da goma arabica
modificada e do hidrogel a base de goma arabica sugerem a presenga de grupos hidroxilas (OH).
Pode-se inferir, portanto, que o hidrogel a base de goma arabica foi efetivamente sintetizado e o

processo de gelificacdo foi satisfatorio.
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Figura 1 - Espectros de infravermelho com transformada de Fourier para a goma arébica purificada
(a), metacrilato de glicidila (b), goma arabica modificada (c) e hidrogel a base de
goma arabica (d)

a
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os espectros de FT-IR para a molécula de quitosana e hidrogel a base de quitosana séo
apresentadas nas Figuras 2a e 2b, respectivamente. A molécula de quitosana exibe uma banda de
absorcdo em 3425 cm™ devido ao estiramento de grupos hidroxilas. Uma vez que as ligagGes de
hidrogénio entre grupos OH e C=0 presentes nos hidrogel a base de quitosana s&o mais fracas do
que a autoassociacdo de grupos OH em moléculas de quitosana, o estiramento relacionado aos
grupos OH presentes nos hidrogéis a base de quitosana deslocou-se para nimeros de onda mais
elevados (i.e., 3455 cm™). A banda de absorgdo em 1645 cm™ na molécula de quitosana € atribuida
ao estiramento de grupos NHz. Em quitosana com alto grau de acetilagcdo, a vibracdo e o
estiramento de grupos CN devido a presenca de grupos NH-COCH3 apareceu em 1626 cm™, e a
intensidade desta banda depende do grau de acetilagdo, bem como da extensdo da ligacdo de
hidrogénio entre amida e dos grupos hidroxilas (PAULINO et al., 2006b).
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Figura 2 - Espectros de infravermelho com transformada de Fourier para a molécula de quitosana
(a) e hidrogel a base de quitosana (b)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

As interagOes de hidrogénio inter e intramolecular podem ocorrer entre grupos hidroxilas
do carbono-3 e carbono-6 em moléculas de quitosana. Além disso, ocorre uma forte ligacdo de
hidrogénio entre esses grupos hidroxilas e grupos carbonilas (ZHANG et al., 2000). As bandas de
absorcéo entre 2850 e 2950 cm indicam a presenca de grupos metilas. Os estiramentos dos grupos
carbonilas entre 1715 e 1724 cm™ os quais sdo caracteristicos de &cidos carboxilicos foram
observados nos espectros do hidrogel a base de quitosana. Os estiramentos assimétricos devido aos
grupos carboxilatos podem ser observados entre 1552 e 1574 cm™ enquanto que os estiramentos
simétricos proximos a 1400 cm™ devido a presenca de grupos do &cido poliacrilico reticulado. Os
estiramentos dos grupos amidas da molécula de quitosana acetilada e molécula de N’,N” - metileno-
bisacrilamida s&o observados em 1650 cm™. A deformagcéo planar dos grupos N-H provenientes de
moléculas de amida podem ser visualizados em aproximadamente 1575 cm™. A banda de absor¢do
em 1451 cm™ observado nos dois espectros é devido aos grupos metilas. Finalmente, a banda de
absorcdo em 1110 cm™ pode ser atribuida aos estiramentos e vibragdes dos grupos C-N dos anéis

sacarideos.
2.3.2 Microscopia eletronica de varredura

Na Figura 3 sdo apresentadas as imagens de microscopia eletronica de varredura parao

hidrogel a base de goma arabica imediatamente ap0s a sintese e seco por liofilizagdo (a) e
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hidrogel a base de goma arabica, intumescido até atingir o equilibrio e subsequentemente seco

por liofilizacdo (b).

Figura 3 — Imagens de microscopia de varredura eletrénica para o hidrogel a base de goma arabica
imediatamente depois de sintetizado e seco por liofilizacdo (a) e hidrogel intumescido
até atingir o equilibrio e subsequentemente secglﬁcir_liofili.za do (b
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Uma estrutura muito mais porosa pode ser observada no hidrogel intumescido até atingir o
equilibrio e seco por liofilizacdo uma vez que os poros permanecem abertos durante a analise
morfologica. O tamanho médio de poros para este hidrogel foi de aproximadamente 45 pum. Por
outro lado, uma estrutura rigida e ndo porosa pode ser observada para o hidrogel analisado
imediatamente apds a sintese uma vez que os poros permaneceram fechados durante a analise
morfologica.

Na Figura 4 sdo apresentadas as imagens de microscopia eletrénica de varredura para o
hidrogel a base de quitosana. Uma estrutura menos porosa do que no hidrogel de goma arébica foi
observada. Como conclusdo, a superficie do hidrogel a base de quitosana foi mais densa e

homogénea.
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Figura 4 - Imagens de microscopia de varredura eletronica para hidrogel a base de quitosana,
intumescido até equilibrio e seco por liofilizacdo em diferentes ampliacdes (a e b)
d Vo A g - b e

o~ \ﬁ:?'; 3 "

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

2.3.3 Grau de intumescimento

Na Figura 5 sdo apresentados os graus de intumescimento dos hidrogéis a base de goma
ardbica em solucdo tampao acetato de pH 4,0, solucdo tampao fosfato de pH 7,0, &gua destilada e
agua potavel, a temperaturade 25+ 1,0 °C (a) e 37,0 £ 1,0 °C (b).

Figura 5 - Graus de intumescimento em funcdo do tempo para hidrogel a base de goma arébica em
solucdo tampdo acetato de pH 4,0, solucdo tampao fosfato de pH 7,0, agua destilada e
agua potavel, a temperaturade 25+ 1,0 °C (a) e 37,0+ 1,0 ° C (b)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

O equilibrio maximo de intumescimento a temperatura de 25 + 1,0 °C foi atingido ap0s
1440 min para todos 0s meios aquosos. Em contraste, o equilibrio ocorreu somente apds 4320 min

a 37,0 £ 1,0 °C. Os graus de intumescimento maximos em solucéo tampé&o acetato a temperatura
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de25+1,0°Ce 37,0+ 1,0°C foram 6,49 e 8,16 g de &gua por g de hidrogel seco, respectivamente.
Em solugdo tampéo fosfato foram 8,58 e 10,71, respectivamente. Os graus de intumescimento
maximos em agua destilada foram 12,56 e 17,72 g de agua por g de hidrogel seco e em agua potavel
foram 10,65 e 12,58 g de agua por g de hidrogel seco a temperaturade 25+ 1,0°Ce 37,0+ 1,0 °C,
respectivamente.

Na Figura 6 sdo apresentados os graus de intumescimento dos hidrogéis a base de quitosana
em solucdo tampéo acetato de pH 4,0, solucdo tampéo fosfato de pH 7,0, 4gua destilada e agua
potavel, a temperatura de 25 + 1,0 °C (a) e 37,0 £ 1,0 °C (b).

Figura 6 - Graus de intumescimento em funcdo do tempo para hidrogel a base de quitosana em
tampdo acetato de pH 4,0, solucdo tampao fosfato de pH 7,0, 4gua destilada e agua
potéavel, a temperatura de 25+ 1,0 °C (a) e 37,0+ 1,0 ° C (b)

b
T a) - 50 )

1 Ll -

o 1801 B Solucéo tampéo acetado de pH 4,0 > A A A
2 1604 : Solugao tampéo fosfato de pH 7,0 2 160

o Agua destilada o - 4
£ 140+ W Agua potavel = 140 v M

g 1204 E 120 W Solugio tampao acetado a pH 4,0
= = @ Solugdo tampéo fosfato a pH 7,0
S 100+ 2 100+ A Agua destilada

g 804 E 80 W Agua potavel

= =

] 60

E 60 =

o 404 > 404

S 2] S 2 n

= a2
S o] 8 o
O : . - - - O] T T T : .
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000 3000 4000 5000
Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

O equilibrio maximo de intumescimento a temperatura de 25 + 1,0 °C foi atingido ap6s
1440 min para todos 0s meios aquosos. Porém, o equilibrio foi observado ap6s 4320 min a 37,0 £
1,0 °C. Os graus de intumescimento maximos em solucdo tampdo acetato a temperatura de 25 +
1,0°Ce 37,0+ 1,0 °C foram 9,58 e 21,68 g de agua por g de hidrogel seco, respectivamente. Em
solugéo tampao fosfato foram 45,46 e 60,27 g de agua por g de hidrogel seco, respectivamente. Os
graus de intumescimento maximos em agua destilada foram 113,89 e 167,09 g de agua por g de
hidrogel seco a temperatura de 25 + 1,0 °C e 37,0 £ 1,0 °C, respectivamente. Por fim, em agua
potavel os graus de intumescimento maximos foram 101,01 e 146,47 g de &gua por g de hidrogel
Seco, respectivamente.

Os graus de intumescimento dos hidrogéis aumentaram com o tempo de contato,

temperatura e pH. Com o aumento de temperatura ocorre a expansdo do hidrogel devido a



46

desestabilizacdo térmica dos reticulos da rede polimérica, aumentando os graus de intumescimento
(MOURA et al., 2008; FACIN et al., 2015). O maior grau de intumescimento foi observado em
agua destilada devido a auséncia de sais minerais ou outros ions 0s quais diminuem as repulsdes
eletrostaticas entre os grupos glucurdnicos presentes nas redes poliméricas dos hidrogéis. Além
disso, o intumescimento em valores de pH menores foram influenciados pela protonacdo dos
grupos anibnicos dos hidrogéis e diminuicdo das repulsdes eletrostaticas as quais sdo responsavies
pelo aumento do hidrogel e de seu grau de intumescimento.

A absorcao de 4gua em hidrogéis envolve basicamente interacOes fisicas e de hidrogénio
enquanto que a adsorcdo de ions catidnicos ou anidnicos envolve interagdes quimicas com maior
intensidade de interacdo (BRAZEL; PEPPAS, 1999; GUILHERME et al., 2015). Assim, o grau de
intumescimento em solugédo tampao acetato de pH 4,0 foi afetado pela presenca de protons do meio
4cido e jons de Na?* proveniente dos compostos utilizados para o preparado da soluc¢do tamp3o.
Maior grau de intumescimento foi observado em solugcdo tampdo fosfato de pH 7,0 devido a
diminuicdo de prétons em solugdo. Desta forma, em meios com pH &cido, os grupos anidnicos
hidrofilicos da estrutura tridimensional do hidrogel estardo protonados e havera menor repulsao
eletrostatica entre eles, justificando os menores valores dos graus de intumescimento (PEPPAS e
BURES, 2000; ZONATTO et al., 2017). A expansdo da cadeia hidrofilica dos hidrogéis aumenta
a taxa de transferéncia de massa de solutos organicos e inorganicos através da matriz polimérica
(CAETANO et al., 2011). Com isso, o estudo do grau de intumescimento é muito importante para
a aplicacdo de p-D-galactosidase imobilizada na hidrolise de lactose e em processos de liberacéo
controlada. O conhecimento da cinética de intumescimento € importante para avaliar a capacidade
dos materiais para diferentes aplicac@es. Por fim, € evidente que o hidrogel a base de goma arabica
e hidrogel a base quitosana sdo sensiveis a variacdo do pH e temperaturas, podendo ser utilizados

na imobilizacdo e liberacdo de B-D-galactosidase para hidrolise de lactose.

2.3.4 Imobilizacao da B-D-galactosidase

Nas Figuras 7 e 8 sdo apresentadas as capacidades de imobilizacdo (a) e as eficiéncias de
imobilizacédo (b) de B-D-galactosidase, em funcéo do tempo de contato, no hidrogel a base de goma
arabica e hidrogel a base de quitosana, respectivamente, em pH 4,0 e 7,0 temperatura de 25 + 1,0
°C.
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Figura 7 - Capacidades de imobilizacdo (a) e eficiéncias de imobilizacéo (b) de p-D-galactosidase
no hidrogel a base de goma arabica versus tempo de contato. Condi¢bes
experimentais: solugdo tampao acetato de pH 4,0 e solucéo tampéo fosfato de pH 7,0
atemperaturade 25+ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 8 - Capacidades de imobilizacdo (a) e eficiéncias imobilizacdo (b) de B-D-galactosidase no
hidrogel a base de quitosana versus tempo de contato. Condi¢Ges experimentais:
solucdo tampdo acetato de pH 4,0 e solucdo tampao fosfato de pH 7,0, a temperatura
de25+1,0°C
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As capacidades de imobilizagdo da f-D-galactosidase no hidrogel a base de goma arébica
em solucdes tampao acetato de pH 4,0 e tampdo fosfato de pH 7,0 foram de 242,52 + 0,13 e 118,42
+ 0,23 mg de enzima por g de hidrogel seco, respectivamente, ap6s 1440 min de contato. As
eficiéncias de imobilizacdo em solugdes tampao acetato e tampé&o fosfato foram de 7,78 £ 0,08 e
5,55 £ 0,05 % (m/m), respectivamente. As capacidades de imobilizacdo no hidrogel a base de
quitosana em solugdes tampdo acetato de pH 4,0 e tampéo fosfato de pH 7,0 foram de 257,12 +

3,18 e 157,87 + 1,96 mg de enzima por g de hidrogel seco, respectivamente. As eficiéncias de
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imobilizacdo em solugdes tampéo acetato e tampdo fosfato foram de 27,91 + 0,08 e 20,54 + 0,55
% (m/m), respectivamente.

O grau de intumescimento de um hidrogel e o ponto isoelétrico de uma proteina ou enzima
sdo parametros que podem afetar significativamente as capacidades de imobilizacéo
(CIBOROWSKI; SILBERRING, 2016). A tendéncia em ocorrer a difusdo da enzima para o interior
da rede polimérica tridimensional do hidrogel aumenta com o aumento do grau de intumescimento
do hidrogel para muitos solutos. Entretanto, na imobilizacdo de 3-D-galactosidase foi verificado
que o grau de intumescimento em pH 7,0 foi superior do que em pH 4,0 enquanto que a capacidade
de imobilizagdo foi menor devido a influéncia do ponto isoelétrico da f-D-galactosidase que € em
pH 4,8 (MBUYI-KALALA et al, 1988; PANESAR et al., 2006) Como a -D-galactosidase esta
positivamente carregada em pH 4,0, ocorre atracao eletrostatica com as cargas negativas dos grupos
anionicos da rede polimérica dos hidrogéis, resultando em capacidades de imobilizagcdo maiores.
Por outro lado, a enzima estd negativamente carregada em pH 7,0, resultando em menores
capacidades de imobilizacao devido as repulsdes eletrostaticas entre as cargas negativas da enzima
e 0S grupos anidénicos nas redes poliméricas dos hidrogeéis. Apesar de ambos os hidrogeis serem
sensiveis ao pH durante a imobilizacdo de B-D-galactosidase, as capacidades e eficiéncias de
imobilizacdo foram maiores em pH 4,0 do que em pH 7,0. Assim, o ponto isoelétrico da enzima

influencia mais significativamente as capacidades de imobilizacdo do que o pH.

2.3.5 Hidrolise de lactose padrio usando f-D-galactosidase livre

A hidrolise de lactose padrdo em solugdo tampao acetato de pH 4,0 e solucdo tampdo fosfato
de 7,0 usando B-D-galactosidase livre foi confirmada pela producdo de glicose e atividade
enzimatica. Na Figura 9a sdo apresentadas as concentracdes de glicose e na Figura 9b as atividades

enzimaticas em funcdo do tempo a temperatura de 25 + 1,0 °C.
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Figura 9 - Concentracgdes de glicose (a) e atividades enzimaticas (b) versus tempo de hidrolise de
lactose usando B-D-galactosidase livre a temperatura de 25+ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A quantidade de lactose hidrolisada aumentou com o aumento do pH da solu¢do uma vez
que a estrutura molecular positivamente carregada de 3-D-galactosidase em pH maior do que 4,8
hidrolisa mais facilmente as moléculas de lactose, sofrendo desnaturacdo completa (PANESAR et
al., 2006). Assim, menor atividade enzimética foi determinada durante a hidrdlise da lactose em
condi¢des mais acidas. A atividade enzimatica tende a zero para a hidrolise da lactose usando -
D-galactosidase livre ap6s um determinado tempo (FACIN et al., 2015). Além disso, como nao é
possivel reutilizar a enzima livre em outros procedimentos de hidrélise, o custo/beneficio para a
producdo industrial de leite com baixo teor de lactose usando enzima livre é maior em comparagédo

ao uso de enzimas imobilizadas (FACIN et al., 2015).

2.3.6 Hidrolise de lactose padrao usando B-D-galactosidase imobilizada

Nas Figuras 10 e 11 sdo apresentados resultados de hidrélise de lactose padrao usando f-
D-galactosidase imobilizada em pH 4,0 e 7,0 em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base
de quitosana, respectivamente.

Os perfis de atividade enzimatica durante a hidrdlise da lactose foram semelhantes
comparando os hidrogéis contendo B-D-galactosidase imobilizada em pH 4,0 e 7,0. A quantidade
de lactose hidrolisada aumentou com o aumento do pH da solucéo. A introducdo da enzima em
uma solucdo com pH menor do que o pH do seu ponto isoelétrico possivelmente desnatura
parcialmente sua estrutura, resultando em menor atividade enzimatica durante a hidrdlise de lactose
(PANESAR et al., 2006; ZHANG et al., 2016).
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Figura 10 - Concentracgdes de glicose versus tempo de contato (a) e atividades enziméticas versus
tempo de contato (b) durante a hidrélise de lactose padréo usando o hidrogel a base
de goma arabica contendo B-D-galactosidase imobilizada em pH 4,0 e pH 7,0.
Condicg6es experimentais para a hidrdlise de lactose padréo: pH 7,0 e temperatura
de37,0+10°C
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Figura 11 - Concentragfes de glicose versus o tempo de contato (a) e atividades enzimaticas versus
tempo de contato (b) durante a hidrélise de lactose padréo usando o hidrogel a base
de quitosana contendo B-D-galactosidase imobilizada em pH 4,0 e pH 7,0.
Condic¢es experimentais para hidrélise de lactose padrdo: pH 7,0 e temperatura de
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Considerando relevantes os resultados na imobilizagdo de B-D-galactosidase em ambos os
hidrogeéis também em solugGes com pH 7,0, preferencialmente, a imobilizagdo deve ocorrer em
condicdes alcalinas ou neutras. Assim, pode-se obter melhor aproveitamento na hidrolise de lactose
durante a producéo de leite com baixo teor lactose. O aumento da concentracdo de glicose na

auséncia de f-D-galactosidase imobilizada sugere que a enzima se difundiu através dos poros dos
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hidrogéis durante os primeiros 240 min de hidrdlise. Apds 240 min de hidrdlise foi quantificado o
aumento nas concentragdes de glicose sendo referente a liberagdo parcial de B-D-galactosidase a

partir dos hidrogéis (FERNANDEZ-LOPES et al., 2017).

2.3.7 Liberacio controlada de p-D-galactosidase a partir dos hidrogéis

Na Figura 12 sdo apresentados os perfis de liberagdo de B-D-galactosidase imobilizada em
pH 4,0 e 7,0 a partir do hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana. Observa-
se maior fracdo de B-D-galactosidase liberada a partir de ambos hidrogéis quando a enzima foi
imobilizada em pH 7,0 quando comparado com a enzima imobilizada em pH 4,0. O processo de
imobilizagdo de p-D-galactosidase em pH 4,0 ocorre predominantemente por interaces
eletrostaticas devido as cargas positivas da enzima e as cargas negativas da rede do hidrogel. Jaem
pH 7,0 ocorre predominantemente por interacdes hidrofobicas devido as cargas negativas de
ambos, enzima e hidrogel. Como as intera¢des hidrofébicas sdo em geral mais fracas, € possivel
que a enzima seja removida da rede polimérica com mais facilidade. Por esse motivo, a fracdo de
-D-galactosidase liberada a partir do hidrogel quando a enzima foi imobilizada em pH 7,0 foi
maior do que gquando imobilizada em pH 4,0. Isso pode indicar também que o mecanismo de
imobilizacdo de enzimas nos hidrogéis em valores de pH abaixo do ponto isoelétrico pode gerar
um processo parcialmente irreversivel. Em processos irreversiveis, pode ocorrer a formacéo de
ligagBes covalentes de alta energia (ESSA et al., 2007). No entanto, é pouco provavel que tenha
ocorrido ligacBes covalentes durante o processo de imobilizacdo porque a enzima ndo sofreu
desnaturacdo e foi eficientemente utilizada para a hidrélise de lactose contida em solucdo aquosa
de lactose padrédo bem como em leite UHT.

A enzima é desnaturada tornando-se inativada quando perde sua estrutura secundaria e/ou
terciaria e seu arranjo tridimensional da cadeia polipeptidica é rompido. Assim o nimero de
interacOes enzimaticas com o suporte aumenta e a desimobilizacdo é mais dificil (FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2016; VIRGEN-ORTIZ et al., 2017). As interacdes fisico-quimicas que ocorrem
entre enzima e hidrogel durante os estudos de imobilizacdo sdo usadas para definir processos de
dessorcdo e liberagdo (PAULINO et al., 2010; PAULINO et al., 2011; ZONATTO et al., 2017).
Os processos de dessorcao e liberacdo a partir de hidrogéis podem ocorrer por desestabilizacdo de

interacdes fisico-quimicas entre os seguimentos poliméricos e seguimentos dos solutos, seguido de
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difusdo através dos poros (ZONATTO et al., 2017). Na imobilizac&o, ocorre a difusdo de dgua para
0 interior da rede do hidrogel, transportando a enzima a qual é mantida por interacdes
intermoleculares. As eficiéncias dos processos de dessorcdo e liberacdo dependem dos tipos de
interacdes intermoleculares (interacdes eletrostaticas, de dispersdo, hidrofobicas, de hidrogénio e

covalentes) que ocorreram.

Figura 12 - Fragoes de f-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de goma arabica (a)
e hidrogel a base de quitosana (b) quando imobilizadas em pH 4,0 e pH 7,0.
Condic6es experimentais para o processo de liberagdo: pH 7,0 e temperatura de 37,0
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

2.3.8 Reciclo de hidrogel contendo p-D-galactosidase imobilizada

Na Figura 13 sdo apresentadas as concentracdes de glicose formada (a) e as atividades de
B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arébica (b), em funcdo do tempo,
durante os ciclos de hidrdlise de lactose padrdo a pH 7,0 e 37,0 £ 1,0 ° C. Na Figura 14 sdo
apresentadas as concentracfes de glicose formada (a) e as atividades de B-D-galactosidase
imobilizada em hidrogel a base de quitosana (b), em funcéo do tempo, durante os ciclos de hidrélise
de lactose padrdéoapH 7,0e 37,0+ 1,0 ° C.

A concentracdo de glicose formada aumentou e a atividade enzimatica diminuiu com o
aumento do tempo para os estudos em ambos hidrogéis. Contudo, a 3-D-galactosidase imobilizada
em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana foram utilizadas,
respectivamente, por trés e cinco ciclos sucessivos de hidrdlise da lactose padrdo sem perder a sua

atividade enzimatica de forma que impedisse seu reciclo. A pressdo osmotica devido a diferenca
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entre a concentracdo de lactose na solugdo aquosa externa e dentro da rede tridimensional
hidrofilica do hidrogel influencia na difusdo do soluto (ZHANG et al., 2017). Apos difuséo atraves
da rede do hidrogel, a lactose ¢ hidrolisada ao entrar em contato com a [-D-galactosidase
imobilizada ou B-D-galactosidase dispersa na estrutura porosa da matriz polimérica, produzindo
glicose e galactose. Consequentemente, um alimento com baixo teor de lactose pode ser
eficientemente produzido.

Figura 13 - Concentrac6es de glicose formada (a) ¢ atividades de f-D-galactosidase imobilizadas
em hidrogel a base de goma arébica (b), versus tempo, durante trés ciclos de
hidrolise de lactose padrdoapH 7,0e 37,0+ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 14 - ConcentracOes de glicose formada (a) e atividades de B-D-galactosidase imobilizadas
em hidrogel a base de quitosana (b), versus tempo, durante cinco ciclos de hidrélise
de lactose padrdo apH 7,0e 37,0+ 1,0 °C
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2.3.9 Hidrolise de lactose contida em leite UHT usando B-D-galactosidase imobilizada

Na Figura 15 sdo apresentadas as concentracdes de glicose formada (a) e as atividades de
B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica (b), em fungdo do tempo,
durante os ciclos de hidrolise da lactose contida no leite UHT apH 7,0 e 37,0 £ 1,0 ° C. Na Figura
16 sdo apresentadas as concentragdes de glicose formada (a) e as atividades de -D-galactosidase
imobilizada em hidrogel a base de quitosana (b), em funcéo do tempo, durante os ciclos de hidrolise
da lactose contida no leite UHT apH 7,0 37,0+ 1,0 ° C.

Figura 15 - ConcentracOes de glicose formada (a) ¢ atividades de p-D-galactosidase imobilizadas
em hidrogel a base de goma arébica (b), versus tempo, durante trés ciclos de
hidrélise de lactose contida em leite UHT apH 7,0e 37,0+ 1,0 °C
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Figura 16 - Concentracdes de glicose formada (a) ¢ atividades de B-D-galactosidase imobilizadas

em hidrogel a base de quitosana (b), versus tempo, durante cinco ciclos de hidrélise
de lactose contida em leite UHT apH 7,0e37,0£1,0°C

T
'} 100 i a) . b)
S —— C!clo 1 — —a—Ciclo 1
o go|—@— Ciclo2 =101 —e—Ciclo2
g —A— Ciclo 3 IS —A— Ciclo 3
@ 80 ¥ Ciclo4 2 —¥—Ciclo 4
2 7] —4—cidlo5s = 081 —<—Ciclo 5
(S} (s]
2 70 2
U] ‘©
® 604 IS 0,6
© ‘N
c
3 501 w
O 0,44
8 3
5 404 <
g Loz
2 304 .g '
S : . : : : : < . : : : :
o 0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 250

Tempo (min) Tempo (min)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.



55

Na Figura 17 estd apresentada a atividade enzimatica relativa de B-D-galactosidase
imobilizada em hidrogel a base de goma arébica (a) e hidrogel a base de quitosana (b) durante 0s

ciclos de hidrélise de lactose padréo e lactose contida em leite UHT,apH 7,0e 37,0+ 1,0 ° C.

Figura 17 - Atividades enzimaticas relativas de B-D-galactosidase imobilizadas em hidrogel a base
de goma arébica (a) e hidrogel a base de quitosana (b) durante diferentes ciclos de
hidrélise de lactose padrdo e lactose contida em leite UHT apH 7,0e 37,0+ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

As atividades enzimaticas relativas de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de
goma arabica durante a hidrolise da lactose padrdo e lactose contida no leite UHT foram 52,79 +
0,85 € 93,92 £+ 1,05 % (m/m), respectivamente, apds trés ciclos de hidrdlise. Em hidrogel a base de
quitosana, as atividades enzimaticas relativas de p-D-galactosidase imobilizada foram 52,84 + 0,27
e 84,73 £ 1,09 % (m/m), respectivamente, apos cinco ciclos de hidrolise.

De acordo com as normas brasileiras, a composi¢cdo do leite UHT deve ser 3,0 % em
gordura, 2,9 % em proteina, 8,4 % em sélidos livres de gordura e 5,0 % em lactose a qual precisa
ser hidrolisada quando o consumo € feito por individuos intolerantes a lactose (BRASIL, 2011).
Assim, a B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel poderia ser empregada por varios ciclos
sucessivos na hidrélise de lactose e produgdo de alimentos com baixo teor de lactose, sem
comprometer sua atividade enzimatica para futuros usos. A hidrolise da lactose contida no leite
UHT foi mais eficiente em comparacdo a hidrdlise da lactose padréo, provavelmente devido a
cofatores enzimaticos comumente encontrados em alimentos lacteos que séo catalizadores na
hidrolise de lactose (AHMAD et al., 2013; BOVENHUIS et al., 2016). Cofatores enzimaticos tais
como ions Na*, Mg?* e Mn?* contidos no leite UHT auxiliam na hidrélise da lactose pela beta D-
galactosidase (CAVAILLE et al., 1995; PLOU et al., 2016).



56

Como a liberagdo de B-D-galactosidase deve ser menor durante os ciclos de reutilizacdo do
hidrogel, a hidrdlise da lactose contida no leite UHT ocorreu quase exclusivamente devido a
presenca da enzima imobilizada. A hidrélise de lactose usando B-D-galactosidase imobilizada em
hidrogéis a base de polissacaridios € entdo uma excelente alternativa para a producdo de alimentos
com baixo teor de lactose devido a possibilidade de reciclo da enzima imobilizada por varios ciclos
sem perda significativa da atividade enzimatica. Como a [-D-galactosidase livre perde sua
atividade apds o primeiro ciclo de hidrolise da lactose, o custo/beneficio para a producdo de
alimentos com baixo teor de lactose aumenta quando comparado a producdo usando enzima
imobilizada (ANSARI; SATAR, 2012; FACIN et al., 2015).

2.4 CONCLUSAO

O hidrogel a base de goma arébica e hidrogel a base de quitosana séo excelentes matrizes
solidas para imobilizagdo de B-D-galactosidase e hidrolise de lactose padréo ou lactose contida em
leite UHT. A aplicacao de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogéis é atraente para a producao
de leites com baixo teor de lactose, usados para o consumo de individuos intolerantes a lactose.

As capacidades de imobilizacéo de p-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arébica
usando solucdo tampdo acetato de pH 4,0 e solucdo tampéo fosfato de pH 7,0 foram 242,52 + 0,13
e 118,42 + 0,23 mg enzima por g de hidrogel seco, respectivamente. As eficiéncias de imobilizagéo
foram 7,78 + 0,08 e 5,55 + 0,05 % (m/m), respectivamente, ap6s 1440 min de contato. As
capacidades de imobilizacdo no hidrogel a base de quitosana nessas mesmas condi¢Ges foram
257,12 £3,18 e 157,87 + 1,96 mg de enzima por g de hidrogel seco, respectivamente. As eficiéncias
de imobilizacdo foram 27,91 + 0,08 e 20,54 + 0,55 % (m/m), respectivamente. As capacidades e
eficiéncias de imobilizacdo foram afetadas pelo pH da solucéo, temperatura, concentracao inicial
e ponto isoelétrico da enzima, concluindo que esses parametros devem ser otimizados para
melhorar a atividade hidrolitica e também controlar a liberacéo de enzima durante a aplicacéo.

As atividades enzimaéticas de p-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma
arabica, durante a hidrolise da lactose e lactose padrdo contida no leite UHT, foram 52,79 + 0,85 e
93,92 £+ 1,05 % (m/m), respectivamente, apos trés ciclos sucessivos de hidrolise. Em hidrogel a
base de quitosana, as atividades enzimaticas de [-D-galactosidase imobilizada apos cinco ciclos
sucessivos de hidrélise foram 52,84 + 0,27 e 84,73 + 1,09 % (m/m), respectivamente. Cofatores
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enziméticos em alimentos lacteos contribuem para melhorar a eficiéncia de hidrélise da lactose e
0 custo/beneficio da producdo de alimentos com baixo teor de lactose. Portanto, a [-D-
galactosidase imobilizada em ambos os hidrogéis a base de polisacarideos poderia ser empregada
para a producdo de alimentos com baixo teor de lactose sem perder a atividade enzimatica que

comprometa sua reutilizagao.
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3 CAPITULO 3

PLANEJAMENTO DCCR 23 PARA IMOBILIZACAO DE B-D-GALACTOSIDASE NOS
HIDROGEIS E HIDROLISE DE LACTOSE

3.1 INTRODUGCAO

A B-D-galactosidase tem grande importancia no processamento de alimentos com baixo
teor de lactose. A B-D-galactosidase hidrolisa as ligagdes f-(1-4) na lactose, produzindo glicose e
galactose (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). A imobilizagdo de B-D-galactosidase em hidrogéis
constituidos de polissacaridios € uma estratégia vantajosa nos processos industriais como
catalizadores potencialmente ativos e estaveis (PANESAR et al, 2010; LIU et al., 2012). A
imobilizacdo em suportes insolUveis e inertes como o hidrogel a base de goma arébica e hidrogel
a base de quitosana é uma técnica eficiente e promissora para a atividade enziméatica. Além da
possibilidade de separacdo do suporte contendo a enzima no final do processo, essa técnica
possibilita a reutilizacdo da enzima em ciclos sucessivos (FACIN et al., 2015).

As limitacGes das enzimas sollveis em aplica¢fes industriais sdo superadas com a
imobilizacdo enzimatica, sendo uma excelente alternativa para utilizar enzimas em larga escala
(HUSAIN et al., 2011). Diante disso, torna-se essencial o desenvolvimento de técnicas para
imobilizagdo de B-D-galactosidase para a produgdo de leite com baixo teor de lactose. O hidrogel
a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana tém despertado grande interesse nos
processos de imobilizacdo de enzima devido as suas biodegradabilidades, biocompatibilidades e
baixas toxicidades (KIM et al., 2012; FACIN et al., 2015; ELIEH-ALI-KOMI et al., 2016;
ZONATTO et al., 2017; WOLF et al., 2018). Hidrogéis sdo redes poliméricas tridimensinoais
hidrofilicas reticuladas que possuem alta capacidade de absorcdo de agua ou fluidos biolégicos
(PAULINO etal., 2010; BORTOLIN et al., 2012). Com isso, os hidrogéis a base de polissacaridios
naturais como goma arabica e quitosana sdo excelentes suportes para a imobilizagdo enzimatica
(COVIELLO etal., 2007; PAULINO et al., 2010; ZONATTO et al., 2017).

A adsorcdo fisica é considerada um metodo simples de imobilizacdo de enzima em um
suporte insoltvel. Os biocatalizadores sdo mantidos na superficie dos suportes por forcas de van

der waals, interacdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e ligacOes idnicas. Este método tem a
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vantagem da baixa influéncia da conformagéo do biocatalisador. Em contrapartida, a desvantagem
da técnica sdo as fracas forcas de ligaces de adsorcdo (RUEDA et al., 2016; PANESAR et al.,
2010). Com isso, na imobilizacao e liberacdo de 3-D-galactosidase a partir dos hidrogéis a base de
polissacaridios é necessério entender os fatores que afetam o comportamento de interacdo tais
como temperatura, concentragdo de enzima, pH, dentre outros.

A otimizacdo do processo de imobilizacdo e a investigacdo dos efeitos combinados de
muitos fatores, bem como as interagOes entre eles, influenciam na resposta final desejada. Assim,
um planejamento composto central rotacional (DCCR) usando metodologias de construgdo de
superficies de resposta (RSM) € importante para prever esses efeitos. A metodologia de superficie
de resposta é baseada no uso de um grupo de técnicas estatisticas para o desenvolvimento e
otimizacdo de processos nos quais a resposta de interesse € influenciada por diversas variaveis.
Nessa metodologia sdo definidos os efeitos de varidveis independentes individuais ou em
combinacéo para cada processo de imobilizacdo. Além disso, o uso desta metodologia possibilita
a geracao de modelos matematicos fundamentais para a explicacdo dos dados experimentais (BAS;
BOYACI, 2007; BEZERRA et al., 2008).

A técnica de DCCR ¢é comumente utilizada para analise e modelagem de processos em
geral. Esta técnica é considerada suficiente para descrever a maioria das respostas de um processo.
O nlmero de testes necessérios para DCCR inclui o padréo fatorial 2X com sua origem no centro e
pontos 2k axiais fixados a uma distancia chamada o a partir do centro, no qual k é o nimero de
variaveis. Os pontos axiais sao escolhidos para permitir a rotacionalidade (BOX e HUNTER, 1957)
e garantir a variancia constante da previsdo do modelo em todos os pontos equidistantes do centro.
Repeticdes do teste no centro sdo importantes para fornecer uma estimativa independente do erro
experimental (ASLAN, 2008).

3.2 MATERIAL E METODOS

Os reagentes e métodos utilizados durante os procedimentos experimentais do Capitulo 3

séo apontados a seguir.

3.2.1 Planejamento experimental para imobilizacio de p-D-galactosidase
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Um planejamento experimental para a imobilizagdo de B-D-galactosidase em hidrogel a
base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana foi realizado considerando como variaveis
respostas a capacidade de imobilizagdo (mg g), atividade enzimatica (U mg™) e fracdo de enzima
imobilizada. As variaveis independentes foram temperatura (°C) (X1), concentracdo inicial de
enzima (mg mL?) (X2) e pH (Xs3). Foi utilizado como ferramenta o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) 23 completo com 6 pontos axiais e 3 repeticbes no ponto central,
totalizando 17 ensaios realizados em duplicatas. Os resultados das variaveis dependentes foram
tratados aplicando a analise de variancia (ANOVA) para testar a adequacdo dos modelos. A
validacdo de cada modelo foi realizada através do teste F e pelo coeficiente de determinagdo (R?),
sob o intervalo de confianca de 95 % (p < 0,05) (BARROS NETO et al., 2003). Todos 0s ensaios
foram considerados em duplicatas e a reprodutibilidade foi verificada repetindo-se alguns ensaios
para dias aleatorios. O planejamento foi desenvolvido e analisado utilizando o software
STATISTICA 7.0.

Os valores definidos com base na literatura e utilizados no planejamento experimental estéo

apresentados na Tabela 1. Na Tabela 2 é ilustrada a matriz do planejamento DCCR 23,

Tabela 1 - Varidveis independentes com os respectivos niveis utilizados no planejamento
experimental para imobilizacdo de 3-D-galactosidase em hidrogéis a base de goma
arabica e hidrogéis a base de quitosana

Niveis
Fatores Codigo 168 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) X1 16,59 20,00 25,00 30,00 33,41
Concentragéo |n|C|_a1I de enzima X2 1365 2446 39.88 5530 66.60
(mg mL™)
pH X3 566 6,00 650 700 734

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Tabela 2 - Valores codificados e reais do planejamento DCCR 23 com trés variaveis independentes,
trés repeticbes no ponto central e seis pontos axiais para imobilizacéo e aplicacdo de
B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base
de quitosana. Variaveis independentes: Temperatura (X1), Concentracdo de enzima
(X2) e pH (X3)

Condig0es experimentais

Ensaio X1 X2 X3
1 -1 (20,0) -1 (24,46) -1(6,0)
2 +1(20,0) -1 (55.30) -1(6,0)
3 -1 (30,0) +1 (24,46) -1(6,0)
4 +1(30,0) +1 (55,30) -1 (6,0)
5 -1 (20,0) -1 (24.46) +1(7,0)
6 +1(20,0) -1 (55,30) +1(7,0)
7 -1 (30,0) +1 (24,46) +1(7,0)
8 +1(30,0) +1 (55,30) +1(7,0)
9 11,68 (16,6) 0 (39,88) 0 (6,5)
10 +1,68 (33,41) 0 (39,88) 0 (6,5)
11 0 (25,0) 11,68 (13,65) 0 (6.5)
12 0 (25.,0) +1,68 (66,60) 0 (6,5)
13 0 (25.,0) 0 (39,88) 1,68 (5,66)
14 0 (25.,0) 0 (39,88) +1,68 (7,34)
15 0 (25.,0) 0 (39,88) 0 (6,5)
16 0 (25.,0) 0 (39,88) 0 (6,5)
17 0 (25.,0) 0 (39,88) 0 (6.5)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados e discusséo referentes ao Capitulo 3.

3.3.1 Planejamento experimental para imobilizagido de B-D-galactosidase nos hidrogéis
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Os resultados médios de capacidade de imobilizacdo, atividade enzimatica e fracdo de B-
D-galactosidase liberada a partir do hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana

estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente.

Tabela 3 - Resultados do planejamento DCCR 23 para capacidade de imobilizagdo, atividade
enzimética e fracdo de B-D-galactosidase liberada a partir do hidrogel a base de
goma arabica. Variaveis independentes: Temperatura (X1), concentracdo inicial de
enzima (X2) e pH (Xs)

Condices
experimentais

Variaveis de resposta

Capacidade de Atividade
Ensaio X1 X2 X3 imobilizacéo enzimatica  Fragdo liberada
(mg g?) (Umg™)

1 -1 -1 -1 99,18+0,31 0,156 £0,001 0,348 £ 0,002
2 -1 -1 1 95,66 +0,52 0,205+0,001 0,456 + 0,004
3 -1 1 -1 104,81 +0,48 0,204 +0,000 0,463 +0,001
4 -1 1 1 101,21+0,71 0,299 +0,001 0,598 + 0,000
5 1 -1 -1 103,35+0,66 0,108 + 0,002 0,140 £ 0,000
6 1 -1 1 77,06 £0,31  0,131+0,001 0,277 £ 0,000
7 1 1 -1 129,36 £1,26 0,183 +0,001 0,208 £+ 0,000
8 1 1 1 91,76 £0,00 0,231+0,000 0,311+0,001
9 -1,68 0 0 80,19+0,42 0,258+0,001 0,519 + 0,000
10 1,68 0 0 106,63 +0,94 0,093+0,001 0,214 +0,000
11 0 -1,68 0 87,95+0,72 0,105+0,001 0,172 £+ 0,000
12 0 1,68 0 138,50 +0,83 0,321 +0,000 0,534 +0,001
13 0 0 -1,68  95,67+0,68 0,125+0,000 0,205+ 0,000
14 0 0 1,68 91,11+0,77 0,254+0,001 0,539 £ 0,002
15 0 0 0 151,81+0,48 0,249+0,001 0,399 £+ 0,000
16 0 0 0 150,87 £0,02 0,243+0,001 0,415+ 0,000
17 0 0 0 150,86 £ 0,71 0,246 + 0,000 0,408 £ 0,000

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Tabela 4 - Resultados do planejamento DCCR 22 para capacidade de imobilizagéo, atividade
enzimatica e fragdo de B-D-galactosidase a partir do hidrogel a base de quitosana.
Variaveis independentes: Temperatura (X1), concentracdo inicial de enzima (Xz) e
pH (X3)
Condicoes
experimentais

Variaveis de resposta

Capacidade de Atividade
Ensaio X1 X2 X3 imobilizacéo enzimatica  Fragdo liberada
(mg g?) (Umg™)

1 -1 -1 -1 125,39 +1,62 0,136 +0,001 0,223 + 0,007
2 -1 -1 1 119,30+1,04 0,174+0,002 0,268 + 0,007
3 -1 1 -1 129,19+141 0,174+0,001 0,294 = 0,007
4 -1 1 1 124,37 +2,15 0,256 + 0,002 0,376 + 0,003
5 1 -1 -1 130,81 +1,47 0,092+0,001 0,174 +0,007
6 1 -1 1 98,07+2,07 0,113+0,001 0,156 + 0,004
7 1 1 -1 159,63 +4,50 0,156 + 0,000 0,130 + 0,001
8 1 1 1 115,11 +0,57 0,197 £0,000 0,197 £ 0,004
9 -1,68 0 0 102,03+2,01 0,223+0,001 0,329 + 0,007
10 1,68 0 0 134,43+0,44 0,079+0,000 0,136+ 0,003
11 0 -1,68 0 109,38 +0,10 0,126 +0,001 0,105 + 0,003
12 0 1,68 0 170,49 £ 4,77 0,277 +£0,002 0,288 + 0,007
13 0 0 -1,68 118,93+0,08 0,093+0,004 0,136 0,004
14 0 0 168 11301+221 0,216+0,002 0,336 0,002
15 0 0 0 188,71 +2,09 0,214+0,001 0,252 % 0,005
16 0 0 0 189,58 +1,38 0,207 £ 0,000 0,245 + 0,000
17 0 0 0 189,39 +£0,28 0,211 +0,002 0,239 £+ 0,000

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Pelos resultados do planejamento experimental foi observada uma sinergia entre as

variaveis independentes e dependentes. As capacidades de imobilizacdo no hidrogel a base de goma

arabica e hidrogel a base de quitosana variaram entre 77,06 + 0,31 a 151,81 + 0,48 mg g e de

98,07 + 2,07 a 189,58 + 1,38 mg g, respectivamente. As atividades enzimaticas da enzima

imobilizada nos respectivos hidrogéis variaram entre 0,093 + 0,001 a 0,321 + 0,000 U mg™ e de

0,092 + 0,001 a 0,277 + 0,002 U mg™, respectivamente. As fragcdes enzima liberada variaram entre
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0,140 + 0,000 a 0,598 + 0,000, e 0,105 + 0,003 a 0,376 + 0,003, a partir dos respectivos hidrogéis.
Pequenas variagOes foram obtidas nas trés varidveis respostas nos pontos centrais, indicando boa

repetibilidade do processo.

3.3.2 Capacidade de imobilizac¢do de -D-galactosidase nos hidrogéis

Na Tabela 5 séo apresentados os dados referentes a anélise de variancia (ANOVA) obtida
para a capacidade de imobiliza¢do de B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica e

hidrogel a base de quitosana.

Tabela 5 - Andlise de variancia (ANOVA) para os fatores temperatura (X1), concentracdo de
enzima (X2) e pH (X3) em fungdo das capacidades de imobilizacdo de B-D-
galactosidase no hidrogel a base de goma arabica (GA) e hidrogel a base de quitosana

(QA)

SQ? QMmP FcaLcuLapo PvaLor
0OA GA  OA GA  OA GA  OA
X1 320,08 524,84 320,08 524,84 5,52 5,74 0,027 0,025
X12 8909,91 13113,62 8909,91 13113,62 153,62 143,35 0,000 0,000
X2 2735,60 363291 273560 3632,91 47,16 39,71 0,000 0,000
X372 3622,38 6096,03 3622,38 6096,03 62,45 66,64 0,000 0,000
X3 900,91 1409,75 900,91 1409,75 15,53 15,41 0,001 0,001
X3? 8665,09 13998,00 8665,09 13998,00 149,40 153,01 0,000 0,000
X1 X2 217,15 341,88 217,15 341,88 3,74 3,74 0,065 0,065
X1 X3 818,45 1100,77 818,45 1100,77 14,11 12,03 0,001 0,002

X2 X3 30,35 27,62 30,35 27,62 0,52 0,30 0,476 0,588

2 Soma dos quadrados; ® Quadrados médios
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Fatores

Os efeitos foram calculados realizando a divisdo de cada coeficiente por seu erro padrdo
conforme o teste T de Student. A relevancia de cada termo foi semelhante para as capacidades de
imobilizacdo em ambos os hidrogéis e estdo apresentadas por diagramas de Pareto nas Figuras 18a-
b. As barras que ultrapassam a linha vertical foram significativas ao nivel de significancia de 95 %
(p < 0,05) para as capacidades de imobilizacdo de enzima em hidrogel a base de goma arabica e
hidrogel a base de quitosana. Assim, todas as variaveis independentes exerceram efeitos

significativos sobre a capacidade de imobilizacdo para ambos hidrogeis. Os fatores temperatura
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(+x1) e concentracdo inicial de enzima (+x2) influenciaram positivamente, enquanto que o pH (-x3)
e a interagdo temperatura-pH (-x1x3) foram negativos para ambos hidrogéis. Com relacdo a
contribuicdo dos termos quadraticos, sdo interpretados como a presenca de curvatura e representam
a natureza do sistema de superficie de resposta. Assim, 0s sinais negativos para estes termos
revelam a forma convexa da curva, como foi observado para temperatura (-x1 - Q) e concentragio
de enzima (-x22 - Q). Por outro lado, o sinal positivo para termos quadraticos estdo relacionados a

forma cbncava da curva.

Figura 18 - Diagramas de Pareto com o0s termos significativos para as capacidades de imobilizagao
de B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica (a) e hidrogel a base de
quitosana (b)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Apbs a abstracdo dos termos ndo significativos, sdo apresentados os modelos previstos
pelos quais séo estimadas as capacidades de imobilizagdo de p-D-galactosidase para o hidrogel a
base de goma arébica (G1) (Equacéo 6) e hidrogel a base de quitosana (Q1) (Equacéo 7) em fungédo

das variaveis codificadas e significativas:

G1(mg g?) = 150,898 + 3,423x1— 19,879x12 + 10,008x2 — 12,675x2? -5,743x3 -19,604x5> —
- 7,152x1X3 (6)

Q1(mg gt) = 188,942+ 4,384x1 —24,117x1% + 11,533%2 — 16,443%7% - 7,184x3 — 24,917x3% —
- 8,294x1X3 (7)
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A validacdo dos modelos foi realizada pela andlise do teste de Fischer (Teste F),
considerando o quociente entre os Quadrados Médios (QM) da regressao e dos residuos. Para que
0 modelo seja aceito, o valor de F calculado (Fca)) deve ser maior que o F tabelado (Fwb), OU Seja,
Fcal > Fran, para os respectivos graus de liberdade em um nivel de confianca de 95% (p < 0,05). Para
que o modelo seja ndo apenas significativo estatisticamente, mas também Gtil para fins preditivos,
o valor da razéo entre o valor de F obtido da regresséo e o valor de F tabelado deve ser no minimo
maior que quatro (BARROS NETO et al., 2003). A partir dos resultados de aplicacdo da analise de
variancia (ANOVA) apresentados na Tabela 6, concluiu-se que os modelos podem ser utilizados
para explicar as capacidades de imobilizagcdo de B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma
arabica e hidrogel a base de quitosana uma vez que os valores de Fca foram maiores que Fran. ApOs
analise dos valores de Fca em relacéo aos valores de Fip pode-se também dizer que a regresséo foi
altamente significativa para ambos hidrogéis uma vez que Fcal/Ftan fOi 17,72 para o hidrogel a base
de goma arébica e 17,16 para o hidrogel a base de gquitosana. Portanto, os dados experimentais séo
bem representados pelos modelos ajustados, podendo ser empregados para fins preditivos dentro
do dominio dos fatores estudados.

Tabela 6 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os modelos de regressdo utilizados
para explicar as capacidades de imobilizacdo de -D-galactosidase em hidrogel a base
de goma aradbica (GA) e hidrogel a base de quitosana (QA)

Hidrogel Fonte SQ? GLP QM°  Fearculado Ftabelado R Regressio
Regressdo  18693,91 7,00 2670,56 42,35 2,39 93,15
GA Residuos 1639,52 26,00 63,06

Total 20333,43 33,00 616,16
Regressdo  28323,18 7,00  4046,17 41,01 2,39 92,89
QA Residuos  2565,09 26,00 98,66

Total 30888,27 33,00 936,01

a Soma dos quadrados; ® Grau de liberdade; ¢ Quadrados médios
Fonte: elaborado pela autora, 2018.

Os coeficientes de determinacdo obtidos para a capacidade de imobilizacdo de B-D-
galactosidase em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana foram 93,15 e
92,89, respectivamente. Pelo coeficiente determinacéo (R?) pode ser definido a qualidade do ajuste
dos dados experimentais ao modelo proposto, oferecendo uma medida da propor¢édo da variagéo

explicada pela equagdo de regressdo em relacdo a variacao total das respostas (RODRIGUES e
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IEMMA, 2009). Na Figura 19 esté apresentada a comparacao entre as capacidades de imobilizagdo

determinadas experimentalmente e aquelas previstas pelos modelos ajustados.

Figura 19 — Valores previstos pelo modelo em funcdo dos valores observados para a resposta da
capacidade de imobilizagao de B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arébica
(@) e hidrogel a base de quitosana (b)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Observa-se um bom ajuste do modelo, justificado pelo consideravel agrupamento dos

pontos proximos da reta representativa. Ap6s a validacdo dos modelos foram gerados os gréaficos

de superficie e de contorno para as capacidades de imobilizacdo de 3-D-galactosidase em hidrogel

a base de goma arabica (Figura 20) e hidrogel a base de quitosana (Figura 21).
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Figura 20 - Superficies de resposta e curvas de contorno para as capacidades de imobilizagao de -
D-galactosidase (mg g*) em hidrogel a base de goma arabica em funcgdo da temperatura
e da concentracdo de enzima (a e b); em funcdo da concentracdo de enzima e do pH (c
e d); em funcao de temperatura e do pH (e e f)

a) b)

D ~
o o

(oA
o

w
o

CEnzima (mg ml—_l)

N
o

10 /) b 4
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 I 20
o

Temperatura (°C)

c)
o
140
123
& 1
g 9 A
i onl s sl
74, o/ SV "'“
% 2 R
e ure
'\:\%Q | 2
Pl
e '6‘\}—\ ) - 80
= 10 20 30 40 50 60 70 jeo

Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Figura 21 - Superficies de resposta ¢ curvas de contorno para as capacidades de imobilizagao de f3-
D-galactosidase (mg g) em hidrogel a base de quitosana em funcéo da temperatura

e da concentracdo de enzima (a e b); em funcéo da concentracdo de enzima e do pH
(c e d); em funcéo de temperatura e do pH (eef)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.



70

As respostas aparecem no eixo Y como capacidade de imobilizagio (Qe) (mg g*) em funcéo
das condigdes operacionais: temperatura (X1) versus concentragdo de enzima (X2); concentragao
de enzima (Xz) versus pH (X3); e temperatura (X1) versus pH (Xz), com a terceira variavel sempre
fixada em seu ponto central. Os tons saturados de coloragdo mais intensa séo as regides onde foram
determinadas as maiores capacidades de imobilizacdo e os valores criticos. Verificou-se que as
condicdes experimentais 6timas da solucdo enzimatica para 0s processos de imobilizacdo foram
em concentracdes e temperaturas mais elevadas com pH ligeiramente &cido para ambos os modelos
conforme observados nos gréficos de superficie. Ainda, o termo quadrtico negativo é um
indicativo de existéncia de um ponto maximo o qual esté ilustrado pela parabola com concavidade
voltada para baixo. Assim, pode-se afirmar que as condi¢des experimentais centrais de temperatura
e pH foram equivalentes com as condicdes obtidas pelo modelo e a concentracdo de enzima 6tima
para os processos de imobilizagdo foi entre 39,88 a 55,30 mg mL™. Portanto, em concentragdes
maiores ou menores que esse intervalo foi observado uma diminuicéo consideravel da capacidade
de imobilizacdo. Os coeficientes de regressdo foram positivos para temperatura (+X1) e
concentragdo de enzima (+x2), sendo possivel optar por condi¢bes de imobilizagdo com menor
gasto de energia e conomicamente viaveis. Portanto, a capacidade de imobilizacdo maxima para
ambos hidrogéis podem ser determinadas fixando a temperatura em 25,0 °C, o pH em 6,5 e a
concentragéo inicial em 39,88 mg mL™,

A capacidade de imobilizacdo de p-D-galactosidase no hidrogel a base de quitosana foi
maior do que no hidrogel a base de goma arabica, indicando que o tamanho dos poros e o grau de
reticulacdo dos hidrogeis ndo foram fatores predominantes no processo (KANG et al., 2007) bem
como o tamanho da molécula de enzima (ESSA et al., 2007). No entanto, a variacdo de temperatura
e pH afetaram mais significativamente o processo. Em temperaturas mais elevadas, o processo de
difusdo de B-D-galactosidase para o interior das redes poliméricas dos hidrogéis é mais facil devido
a diminuicdo da viscosidade da solucdo e maior flexibilidade das redes poliméricas (SANTOS et
al., 2016). Além disso, a variacdo de pH afetou a capacidade de imobilizacdo devido ao ponto
isoelétrico das biomoléculas (ESSA et al., 2007). A varia¢do do pH altera a conformacéo das
moléculas de enzimas bem como as cargas das estruturas poliméricas tridimencionais dos hidrogéis
(ALBUQUERQUE et al., 2016), alterando também a intensidade das interacdes intermoleculares
(SANTOS et al., 2015). Assim, em uma imobilizacdo por processos fisicos, por exemplo, ocorre
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interacOes eletrostaticas entre grupos NH2 e C=0 em diferentes pHs afetando a capacidade de
imobilizacdo (SANTOS et al., 2016; ZONATTO et al., 2017). No entanto, essas interacbes devem
ser controladas e reversiveis para permitir a lixiviacdo e recuperacdo de enzima sob diferentes
valores de pH e forca idnica (SANTOS et al., 2016). O efeito da concentracao inicial de enzima na
solucdo pode estar relacionado a capacidade de saturagdo das redes poliméricas tridimensionais
(MONIER et al., 2018). Em concentragBes menores, a imobilizacdo é mais lenta, permitindo maior
estabilidade dos imobilizados e distribuicdo homogénea das moléculas de enzima na estrutura do
hidrogel (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).

3.3.3 Atividade enzimatica de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogéis a base de

polisacaridios

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados referentes a analise de variancia (ANOVA) para
as atividades de B-D-galactosidase no hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de

quitosana.

Tabela 7 - Andlise de variancia (ANOVA) para os fatores temperatura (X1), concentracdo de
enzima (X2) e pH (X3) em fungdo das atividades de f-D-galactosidase imobilizadas
em hidrogel a base de goma arabica (GA) e hidrogel abase de quitosana (QA)

SQ? QMP FcaLcuLapo PvaLor
OA GA OA GA OA GA OA

X1 0,035 0,026 0,035 0,03 98,47 122,65 0,000 0,000
Xq? 0,014 0,011 0,014 0,01 39,04 51,60 0,000 0,000
X2 0,067 0,040 0,067 0,04 188,51 187,58 0,000 0,000
X372 0,003 0,000 0,003 0,00 8,34 1,89 0,008 0,182
X3 0,027 0,022 0,027 0,02 76,98 103,86 0,000 0,000
X3? 0,009 0,010 0,009 0,01 25,05 46,43 0,000 0,000

X1 X2 0,000 0,000 0,000 0,00 0,77 0,84 0,389 0,368

X1 X3 0,001 0,001 0,001 0,00 3,77 3,97 0,064 0,058

X2 Xs 0,001 0,001 0,001 0,00 3,54 4,72 0,072 0,040

2 Soma dos quadrados; ® Quadrados médios
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Fatores
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Pode ser observada pelas Figuras 22a-b uma semelhanca da influéncia dos termos para as
atividades da enzima imobilizada nos hidrogéis quando comparados aqueles que influenciaram a
capacidade de imobilizacédo. Todas as variaveis independentes foram significativas sobre a variavel
de resposta, sendo que a concentracdo inicial de enzima (+x2) e pH (+x3) afetaram positivamente,
enquanto que a temperatura afetou negativamente (-x1) a atividade enziméatica em ambos hidrogéis.
Além disso, a interacdo entre concentracdo inicial de enzima e pH (+X2x3) influenciou
positivamente, enquanto que a concentragdo inicial de enzima (x22 - Q) néo foi significantivo. Foi
observado também efeito negativo datemperatura (-x1 - Q) e pH (-xs? - Q) para ambos, além de
ter concentragdo inicial de enzima (-x22 - Q) com influéncia significativa na atividade da enzima

imobilizada no hidrogel a base goma arébica.

Figura 22 - Diagrama de Pareto com os termos significativos para as atividades enzimaticas de p3-
D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica (a) e hidrogel a base de quitosana
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os modelos estatisticos previstos para explicar as atividades enziméaticas de B-D-
galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica (G>) e hidrogel a base de quitosana
(Q2) como funcdo das variaveis codificadas e significativas estdo apresentadas nas Equacdes 8 e 9,

respectivamente:

G2 (U mg™) = 0,246 - 0,036x1 — 0,025x1% + 0,050x2 — 0,011x2% + 0,032x3 — 0,020%5° (8)

Q2 (U mg?) = 0,211 - 0,031x1 — 0,022x:2 + 0,038x2 + 0,028x3 — 0,021x32 + 0,008X2Xs (9)
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Resultados da analise de variancia considerando os modelos previstos para as atividades de
B-D-galactosidase imobilizadas em hidrogeis estdo apresentados na Tabela 8. Observa-se que as
regressdes foram significativas tanto para o hidrogel a base de goma arabica com Fcy de 58,08

quanto para o hidrogel a base de quitosana com Fca de 72,76.

Tabela 8 — Resultados da analise de variancia (ANOVA) para os modelos de regressao utilizados
para explicar as atividades de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de

goma arabica (GA) e hidrogel a base de quitosana (QA).

Hidrogel Fonte SQ? GLP QM Feaiculado  Ftabelado R Regressio

Regressao 0,15 6,00 0,02 58,08 2,46 94,62
GA Residuos 0,01 27,00 0,00

Total 0,16 33,00 0,00

Regresséo 0,11 6,00 0,02 72,76 2,46 95,45
QA Residuos 0,01 27,00 0,00

Total 0,11 33,00 0,00

2 Soma dos quadrados; ® Grau de liberdade; ¢ Quadrados médios
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A significancia da regressdo pode também ser observada pelos valores de Fcal/Ftan igual a
23,61 para a atividade da enzima imobilizada no hidrogel a base de goma arabica e Fcal/Frap igual a
29,58 para a atividade da enzima imobilizada no hidrogel a base de quitosana. Os coeficientes de
determinacdo foram 94,62 e 95,45 % para o hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de
quitosana, respectivamente. Portanto, os modelos podem ser utilizados para ajustar os dados
experimentais de atividade da enzima imobilizada em ambos os hidrogéis e fazer a previsao dos
efeitos e influéncias durante o processo de imobilizacdo de enzima e hidrélise de lactose.

Na Figura 23 esta ilustrada a comparacdo entre os valores de atividades enzimaéticas
determinadas experimentalmente e aqueles previstos pelos modelos estatisticos ajustados.
Observa-se um bom ajuste do modelo, justificado pelo consideravel agrupamento de pontos
préximos da reta representativa.

Os gréficos de superficie e de contorno para as atividades de 3-D-galactosidase imobilizada
em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana sdo apresentados nas Figuras
24 e 25, respectivamente. As respostas aparecem no eixo Y como atividade enzimatica (U mg™)

em fungdo das condigdes operacionais de imobilizacdo: temperatura (X1) versus concentracdo
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inicial de enzima (X2); concentracdo inicial de enzima (X2) versus pH (X3); e temperatura (X1)
versus pH (X3), com a terceira varidvel sempre fixada em seu ponto central. Os tons saturados em
cores mais intensas estdo relacionadas as regides nas quais foram encontradas as maiores atividades

enzimaticas e os respectivos valores criticos.

Figura 23 - Valores previstos pelo modelo em fungéo dos valores observados para as Atividades
enzimaticas da B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica (a) e hidrogel
a base de quitosana (b)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

As maiores atividades da enzima imobilizada em ambos hidrogéis foram determinadas em
maiores concentracdes iniciais, maiores temperatura e valores de pH ligeiramente &cidos. Mesmo
que o hidrogel a base de quitosana seja capaz de imobilizar maior quantidade de 3-D-galactosidase
comparado ao hidrogel a base de goma arabica, é necessario que a enzima mantenha sua atividade
enzimatica. Assim, observou-se que a atividade da enzima imobilizada em hidrogel a base de
quitosana foi ligeiramente menor devido a diferenca de porosidade comparado ao hidrogel a base
de goma arébica. As fragdes de B-D-galactosidase ativa liberada durante a hidrolise de lactose
padrdo também influenciam no processo de producéo de produtos com baixo teor de lactose e na
atividade da enzima imobilizada (FACIN et al., 2015; WOLF et al., 2018). As atividades de p-D-
galactosidase determinadas experimentalmente nesses estudos foram parcialmente promovidas
pela enzima livre liberada a partir de ambos os hidrogéis como comprovado pelo aumento de
glicose no meio hidrolitico apos a aplicacdo dos hidrogéis.



75

A pressdo osmdtica devido a diferenga de concentracdes de solutos presentes dentro do
hidrogel e na solugéo de lactose padrao origina um fluxo transferéncia de massa, forcando a solugéo
saturada de soluto entrar para o interior e se difundir pelos poros da estrutura polimérica hidrofilica.
Por essa difusdo, por exemplo, uma molécula de lactose entra em contato com a enzima

imobilizada, ocorrendo a reacao de hidrélise (WOLF et al., 2018).
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Figura 24 - Superficies de resposta ¢ curvas de contorno para a atividade de B-D-galactosidase (U
mgt) imobilizada em hidrogel a base de goma arabica em funcio da temperatura e da

concentragdo de enzima (a e b); em funcdo da concentracdo de enzima e do pH (c e d);
em funcédo de temperatura e do pH (e e f)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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Figura 25 - Superficies de resposta e curvas de contorno para a atividade de B-D-galactosidase (U
mg™t) imobilizada em hidrogel a base de quitosana em funcio da temperatura e da

concentracéo de enzima (a e b); em funcéo da concentracdo de enzima e do pH (c e d);
em funcédo de temperatura e do pH (e e f)
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O aumento da temperatura aumenta a transferéncia de massa de lactose para o interior do
hidrogel que pode desativar e desnaturar algumas moléculas de enzima, diminuindo sua atividade
enzimatica. Além disso, em baixas temperaturas, a interacdo entre substrato e enzima imobilizada
pode ocorrer mais na superficie e aumentar a fragao de p-D-galactosidase imobilizada.

O aumento da concentracdo inicial aumentou as cargas de enzima imobilizada nos
hidrogéis, o que também aumentou a atividade enzimatica. Enzimas livres em solucéo, dentro da
qual esta sendo realizados processos de hidrolise de lactose, podem produzir efeitos positivos na
concentracdo inicial, exatamente como observado pelos modelos estatisticos. A enzima
imobilizada na superficie de um suporte pode aumentar a fracdo liberada, e consequentemente,
aumentar a atividade enziméatica como observado experimentalmente. Contudo, foi observado um
decréscimo de atividade a partir do ponto central, provavelmente devido a formacdo de varias
camadas de enzimas depositadas na rede polimérica do hidrogel. Essa deposi¢do em multi-camadas
diminui a distancia entre os sitios ativos da enzima e dos grupos hidrofilicos da rede polimérica
dos hidrogéis, impedindo a reacéo de hidrdlise. Além disso, ha vérios efeitos possiveis que podem
interferir na atividade enzimatica tais como a saturacdo dos sitios ativos dos hidrogéis, a
flexibilidade da rede polimérica do hidrogel e os movimentos conformacionais da enzima (FACIN,
etal., 2015; FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017; WOLF et al., 2018).

A variagdo de pH durante a imobilizacdo de p-D-galactosidase pode alterar
significativamente as propriedades funcionais da enzima. Foi observado que a diminuigdo do pH
durante o processo de imobilizacdo influenciou negativamente a atividade enzimatica e a eficiéncia
de hidrélise das enzimas imobilizadas, indicando que pode ter ocorrido alteracbes morfoldgicas e
quimicas em seus sitios ativos (ZHANG et al., 2016). Assim, € de suma importancia a otimizagédo
das variaveis independentes durante a imobilizacdo para alcancar um melhor custo/beneficio na
aplicagéo da enzima imobilizada. As melhores condig¢des determinadas pelo planejamento fatorial
para a imobilizacdo de B-D-galactosidase para manter sua atividade enzimatica significativa foram:
temperatura ambiente, concentragéo inicial de enzima moderada e valores de pH ligeiramente
acidos. As varidveis temperatura, concentracdo inicial de enzima e pH no ponto central do
planejamento experimental foram as responsaveis pelas maiores capacidades de imobilizacdo e
atividades enzimaticas, e pelas menores fragdes de enzima liberada durante a hidrdlise de lactose

padrdo. Desse modo, pode-se afirmar que as atividades enzimaticas quantificadas foram
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promovidas basicamente por enzimas imobilizadas e em pequena quantidade por enzima liberada

para a solucdo durante a hidrolise.

3.3.4 Liberagao p-D-galactosidase imobilizada a partir dos hidrogéis

Na Tabela 9 séo apresentados os dados referentes a analise de variancia (ANOVA) para as
fragdes de B-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base

de quitosana.

Tabela 9 - Analise de variancia (ANOVA) para os fatores temperatura (X1), concentracao inicial
de enzima (X2) e pH (X3) em funcdo das fracGes de enzima liberada a partir dos
hidrogel a base de goma arabica (GA) e hidrogel a base de quitosana (QA)

SQ? QMmP FcaLcuLabo PvaLor
QA GA QA GA QA GA OA

X1 0,304 0,101 0,304 0,01 173,01 135,32 0,000 0,000
Xq? 0,006 0,000 0,006 0,000 3,67 0,28 0,067 0,601
X2 0,137 0,034 0,137 0,034 78,13 4568 0,000 0,000
X722 0,011 0,006 0,011 0,006 6,01 7,43 0,022 0,012
X3 0,160 0,038 0,160 0,038 91,08 51,33 0,000 0,000
X3? 0,005 0,000 0,005 0,000 2,88 0,10 0,103 0,753

X1 X2 0,006 0,008 0,006 0,008 3,40 11,21 0,078 0,003

X1 X3 0,000 0,001 0,000 0,001 0,00 2,00 0,962 0,170

X2 X3 0,000 0,004 0,000 0,004 0,00 498 0945 0,035

2 Soma dos quadrados; ® Quadrados médios
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Fatores

As fragBes de enzima liberada foram influenciadas similarmente as atividades enzimaticas
como observado também na Figura 26. O efeito da temperatura (-x1) foi negativo, enquanto que o
efeito da concentracdo inicial de enzima (+x2) e do pH (+x3) foram positivos para ambos hidrogéis.
O efeito negativo foi também observado para ambas as variaveis temperatura (-x12 - Q) e pH (-x3?
—Q), sendo que a concentracdo de enzima (-x2? - Q) foi significativa somente para o imobilizado
em hidrogel a base goma arabica. Ainda, para as fracdes de enzima liberada a partir do hidrogel a

base de quitosana foi observado influéncia negativa nas interagbes entre temperatura e
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concentragdo inicial de enzima (-x1x2) e positiva entre concentragéo inicial de enzima e pH (X2x3).

Por fim, o termo concentragéo inicial de enzima (x2? - Q) ndo foi significativo.

Figura 26 - Diagrama de Pareto com os termos significativos para as fragdes de p-D-galactosidase
liberada a partir do hidrogel a base de goma arabica (a) e hidrogel a base de quitosana
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os modelos previstos para descreverem as fragoes de B-D-galactosidase liberadas a partir
do hidrogel a base de goma arabica (Gs) e hidrogel a base de quitosana (Qz) em funcdo das variaveis

codificadas e significativas sdo apresentados nas EquacGes 10 e 11.

Gs= 0,408 -0,106x1 + 0,071x2 — 0,022x2% + 0,077x3 (10)

Q3=0,245 — 0,061x1 + 0,035x2 — 0,016x2% + 0,037%3 — 0,023x1%2 + 0,015X2X3 (11)

Os resultados da andlise de variancia (ANOVA) referente aos modelos previstos para as
fracdes de B-D-galactosidase liberadas a partir dos hidrogéis sdo apresentados na Tabela 10.

A partir dos resultados de regressdo, observa-se que houve significancia para a liberacao de
enzima a partir do hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana, com valores de
Fcarde 77,09 e 43,77, respectivamente. Isso foi confirmado pela razdo Fca/Fran que foi igual a 28,55
para hidrogel a base de goma arabica e 17,79 para o hidrogel a base de quitosana. Os coeficientes

de determinacédo para as fragdes de 3-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de goma
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arébica e hidrogel a base de quitosan foram 93,65 e 91,50 %, respectivamente. A correlacdo entre

0s dados e os ajustes dos modelos pode ser claramente observada na Figura 27.

Tabela 10 — Resultado da analise de variancia (ANOVA) para os modelos de regressdo na
determinacéo das fragdes de B-D-galactosidase a partir de hidrogel a base de goma
arabica (GA) e hidrogel a base de quitosana (QA)

Hidrogel Fonte SQ? GLP QM°  Fealculado Ftabelado R Regressio

Regressao 0,61 4,00 0,15 77,09 2,70 93,65
GA Residuos 0,06 29,00 0,00

Total 0,66 33,00 0,02

Regressao 0,19 6,00 0,03 43,77 2,46 91,50
QA Residuos 0,02 27,00 0,00

Total 0,21 33,00 0,01

2 Soma dos quadrados; ® Grau de liberdade; ¢ Quadrados médios
Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Figura 27 — Valores previstos pelo modelo de regressdo em funcdo dos valores das fragdes de -
D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de goma arébica (a) e de

hidrogel a base quitosana (b)
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Os graficos de superficie e de contorno para as fragcGes de enzima liberada a partir do
hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana sdo apresentados nas Figuras 28 e
29. As respostas aparecem no eixo Y como fracdo de enzima liberada em funcdo das condicdes
operacionais de imobilizagdo: temperatura (X1) versus concentragdo inicial de enzima (X2);
concentracgéo inicial de enzima (X2) versus pH (Xs); e temperatura (X1) versus pH (X3), com a

terceira variavel sempre fixada em seu ponto central. Os tons saturados com coloracdo mais intensa
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sdo relacionados as regides nas quais sdo observadas as fragdes de enzima liberadas e os respectivos
valores criticos. Observa-se pelas superficies de resposta que a redugdo de temperatura durante os

processos de imobilizacdo influenciam nas fracdes de enzima liberadas a partir dos hidrogéis.
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Figura 28 - Superficies de resposta e curvas de contorno para as fragoes de 3-D-galactosidase
imobilizadas a partir do hidrogel a base de goma arabica em funcao da temperatura

e da concentracdo de enzima (a e b); em funcgéo da concentracdo de enzima e do pH
(c e d); em funcéo de temperatura e do pH (e e f)
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Figura 29 - Superficies de resposta e curvas de contorno para as fragoes de 3-D-galactosidase

imobilizadas a partir do hidrogel a base de quitosana em funcdo da temperatura e da

concentragdo de enzima (a e b); em funcéo da concentracdo de enzima e do pH (c e
d); em funcéo de temperatura e do pH (e e f)
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O aumento da concentracéo inicial de enzima e do pH na solugdo aquosa aumentaram as
fracOes de enzima liberadas. As condic¢Ges 6timas para a imobiliza¢do nas quais ocorreu a fragdo
maxima de B-D-galactosidase liberada foram determinadas em solucGes aquecidas com alta
concentracdo de enzima e de pH entre neutro e alcalino.

Os tipos de interacGes intermoleculares que ocorrem entre a enzima e o hidrogel durante a
imobilizacdo sdo importantes para descrever os processos de liberagdo (PAULINO et al., 2011,
ZONATTO et al., 2017). A liberacdo da enzima imobilizada em suporte sélido por interacéo fisica
é mais facil de ocorrer uma vez que esse tipo de interacao é fraca (SANTOS et al., 2016). Assim,
0 processo de liberacdo a partir de hidrogéis pode ser descrito com base na desestabilizacdo das
interagcOes eletrostaticas entre enzima e suporte, relaxamento macromolecular da estrutura
polimérica tridimensional e processos difusionais (ZONATTO et al., 2017). Entdo, a liberacdo de
-D-galactosidase a partir do hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana pode
ter ocorrido pela combinacdo de processos de intumescimento dos hidrogéis, difusdo através dos
poros e relaxamento macromolecular da rede polimérica tridimensional hidrofilica (ZHANG et al.,
2017; AHMED et al., 2016).

Observou-se pelas superficies de resposta e curvas de contorno que a liberacdo de p-D-
galactosidase variou com a variacdo da temperatura. Entdo, a influéncia da temperatura nos
processos de liberacdo pode estar associada ao grau de intumescimento do hidrogel que diminui
para absorcdo de dgua em baixas temperaturas devido a compressdo dos poros dos hidrogéis. Desta
maneira, 0s porosos menos profundos da rede da matriz sélida aumentam a difusdo das
biomoléculas encapsuladas (ESSA et al., 2007). Ainda, a exposi¢do prolongada da enzima em
temperaturas elevadas pode resultar em sua degradacdo térmica e diminuir a intensidade das
interagBes intermoleculares com a matriz s6lida, aumentando a quantidade de enzima liberada.

O controle de temperatura é essencial no processo de imobilizacdo para os estudos de
liberacdo. Além disso, as interacOes intermoleculares sdo mais fortes quando a enzima esté inativa,
tornando o processo de liberagdo mais dificil (VIRGEN-ORTIZ et al., 2017; FERNANDEZ-
LOPEZ et al., 2016). Isso poderia explicar porque ha menor fracdo de enzima liberada apés a
imobilizagdo em pHs mais &cidos. A imobilizagdo de enzimas em pH mais acido também
diminui a liberagdo em pH 7.0 devido a similaridade das cargas negativas do suporte e da enzima
(WOLF et al., 2018). A saturacdo da superficie do hidrogel em processos de imobilizacdo em altas

concentracdes iniciais de enzimas diminuem as interacdes intermoleculares entre suporte e
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substrato (KONO et al., 2013), aumentando a fracdo de enzima liberada (FERNANDEZ-LOPEZ
etal., 2017).

3.3.5 Imobilizacio otimizada de B-D-galactosidase para hidrdlise de lactose contida em leite
UHT

Nesses estudos foram avaliadas as varidveis de respostas de maior relevancia para aplicacdo
de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de
quitosana na hidrolise de lactose contida em leite UHT. As propriedades para utilizacdo dos
hidrogéis contendo enzima imobilizada incluem quantidade suficiente de enzima, atividade
enzimatica apropriada e fragdo minima de p-D-galactosidase imobilizada. Assim, é necessario que
a atividade enzimética quantificada seja proveniente preferencialmente da enzima imobilizada e
ndo de fracbes de enzima liberada. Com base nisso, foram determinados os valores experimentais
Otimos das varidveis independentes que satisfacam concomitantemente todos os requisitos
necessarios as variaveis dependentes.

A partir das andlises das superficies de resposta foi possivel determinar as condicGes
adequadas de hidrdlise utilizando enzima imobilizada. As condi¢des de hidrolise de lactose contida
em leite UHT estdo apresentadas na Tabela 11 em que as variaveis independentes X1, X, e X3sd0

relacionadas as melhores condic¢Ges de imobilizag&o e hidrolise.

Tabela 11 - Valores das capacidades de imobilizacao, atividades enzimaticas e fracdes de enzima
liberada ap6s a imobilizacdo em temperatura (X1), concentracdo inicial de enzima
(X2) e pH (X3) no hidrogel a base de goma arabica (GA) e hidrogel a base de
quitosana (QA)

. . Capacidade de Ati_v idade Fracao
Condicdes Hidrogel . MR 1 enzimatica .
imobilizagéo (mg g™) 1 liberada
(Umg™)
Xy 25 °C GA 151,18 + 0,57 0,246 £ 0,002 0,407 £ 0,007
X2: 39,88 mg mL*
X3 6,5 QA 189,23 £ 1,09 0,211 +£0,003 0,245 £ 0,005

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.
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As melhores condicGes experimentais para imobilizagéo de [3-D-galactosidase e aplicagdo
na hidrolise de lactose foram: temperatura de 25,0 °C, concentracéo inicial de enzima de 39,88 mg
mL? e pH 6,5. A aplicacdo das enzimas imobilizadas nessas condicdes foi altamente eficiente
devido as altas atividades enzimaticas e baixas fragdes de B-D-galactosidase liberadas. Os
resultados da aplicacdo de enzimas imobilizadas nas condi¢Ges otimizadas pelo planejamento
fatorial 23 na hidrolise contida em leite UHT estéo apresentadas na Figura 30. Nas Figuras 30a e
30.b séo apresentadas as concentragdes de glicose e as atividades enzimaticas em funcdo do tempo
de hidrdlise de lactose contida no leite UHT, respectivamente.

Figura 30 - ConcentracGes de glicose formada (a) e atividades enzimaticas (b) versus o tempo de
hidrélise de lactose contida em leite UHT, utilizando B-D-galactosidase imobilizada
nos hidrogéis, nas condi¢cdes otimizadas. Condi¢Ges experimentais: pH 7,0 e
temperatura de 37,0 £ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

As concentracdes de glicose formadas ap6s 240 min de reacdo de hidrolise foram 169,02 +
4,27 e 131,31 + 10,64 mg dL utiilzando B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma
arabica e hidrogel a base de quitosana, respectivamente. Contudo, ap6s 315 min na auséncia do
imobilizado, as concentragcOes de glicose aumentaram para 197,57 + 4,49 e 177,63 = 3,49 mg dL,
respectivamente. 1sso é resultado da fracdo de enzima liberada durante a hidrolise da lactose
contida em leite UHT.

Observou-se também que a formacdo de glicose e a atividade enzimética foram superiores
apos utilizar B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica em relacdo ao
hidrogel a base de quitosana. Este resultado é atribuido & maior capacidade de difuséo da enzima
pela rede polimeérica tridimensional hidrofilica do hidrogel a base de goma arabica que possui alta
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porosidade. Assim, ocorreu maior contato entre B-D-galactosidase e lactose, com subsequente
producdo de glicose e galactose. Os perfis de hidrolise de lactose utilizando hidrogel a base de
goma arabica e hidrogel a base de quitosana contendo [B-D-galactosidase imobilizada séo
apresentados na Figura 31. As frac6es de enzima imobilizada no hidrogel a base de goma arabica
e hidrogel a base de quitosana utilizados para a hidrélise de lactose contida no leite UHT foram
0,193 £ 0,005 e 0,136 £ 0,001, respectivamente.

Figura 31 — FracGes otimizadas de B-D-galactosidase liberadas apds de imobilizacdo no hidrogel a
base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana. CondicGes experimentais para
hidrolise de lactose contida em leite UHT: pH 7,0 e temperatura de 37,0+ 1,0° C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A partir dos resultados foi possivel observar que ambos hidrogéis contendo B-D-
galactosidase imobilizada foram eficientes e promissores na hidrdlise de lactose contida em leite
UHT. Maiores atividades enzimaticas e menores fragdes de B-D-galactosidase liberada foram
determinadas durante a hidrélise de lactose contida em leite UHT em relacéo a hidrolise de lactose

padrdo considerando a otimizacdo das variaveis independentes.

3.4 CONCLUSAO

A B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma aréabica e hidrogel a base de
quitosana sdo promissores na hidrolise de lactose contida em leite UHT para producéo de leite com
baixo teor de lactose. Pelo planejamento fatorial adotado foi possivel identificar semelhancas e

diferencas entre as varidveis de respostas para a aplicacdo dos hidrogéis contendo enzima
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imobilizada. As maiores atividades enzimaticas ¢ fragdes de f-D-galactosidase liberadas foram
determinadas utilizando o hidrogel a base de goma arébica. Contudo, observou-se que as variaveis
independentes influenciaram de forma similar as variaveis de respostas entre os hidrogéis. Com
isso, as mesmas condicBes de otimizacdo foram utilizadas para ambos hidrogéis.

A capacidade de imobilizacdo méxima para ambos hidrogéis puderam ser determinadas
fixando a temperatura em 25,0 °C, o pH em 6,5 e a concentracio inicial em 39,88 mg mL™. Ainda,
as atividades enzimaticas nestas condi¢bes de imobilizacdo foram provenientes da enzima
imobilizada pela uma baixa fracdo liberada de enzima obtida. O planejamento fatorial foi
indispensavel para determinar e confirmar que os pardmetros operacionais inicialmente indicados
como centrais eram adequadas. A partir dos estudos para ambos hidrogéis foi possivel propor
modelos preditivos validos para explicar a imobilizacéo e liberacdo de enzima a partir dos hidrogéis
bem como a hidrolise de lactose utilizando B-D-galactosidase imobilizada. Por fim, a capacidade
de imobilizacdo da enzima e aplicacdo dos hidrogéis contendo enzima imobilizada pode ser
validada, e tais resultados foram importantes para confirmar a eficiéncia do planejamento fatorial

para garantir as condigdes e critérios para um processo industrial com alto custo/beneficio.
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4 CAPITULO 4

ESTABILIDADE E REUTILIZACAO DE B-D-GALACTOSIDASE IMOBILIZADA EM
HIDROGEL A BASE DE DE GOMA ARABICA E HIDROGEL A BASE DE QUITOSANA

4.1 INTRODUCAO

A tecnologia de imobilizacdo de B-D-galactosidase em matrizes solidas pode ser de
extrema importancia para processos industriais de producdo de produtos com baixo teor de
lactose em comparacdo com a tecnologia de utilizacdo da enzima livre (CHEN; DUAN,
2015). A imobilizacdo de B-D-galactosidase em hidrogeis a base de polissacaridios é uma técnica
promissora para melhorar a atividade enzimatica durante o processo de producéo de leite com baixo
teor de lactose (FACIN et al., 2015). Além de ser uma técnica de facil aplicacdo, a enzima
imobilizada pode ser reutilizada em processos sucessivos de producdo de produtos com baixo teor
de lactose. Além disso, a imobilizacdo aumenta a estabilidade da enzima em diferentes valores de
pH, temperatura e tempo de armazenamento (SHELDON, 2013).

Pelo uso de enzima imobilizada é possivel melhorar o controle das condi¢fes de operacédo
e flexibilidade de um reator, facilitando a recuperacdo do produto e aumentando a eficiéncia em
operacdes prolongadas (FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; ILLANES et al., 2006). De fato,
a imobilizacao geralmente produz um aumento significativo na estabilidade da enzima, o que tem
sido um aspecto importante em relagdo ao custo/beneficio de um processo. A imobilizac¢ao de -
D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana séo alternativas
viavéis para aplicages na producgdo de leites com baixo teor de lactose e na libera¢do controlada
de enzimas (FACIN et al., 2015; WOLF et al., 2018).

Os hidrogéis sdo amplamente utilizados em diversas aplicagdes (PAULINO et al., 2009) e
séo constituidos de redes poliméricas tridimensionais a base de diferentes polimeros reticulados
quimica ou fisicamente, os quais possuem capacidade de absorver quantidades significativas de
4gua e/ou fluidos bioldgicos (PAULINO et al., 2010). A medida que os hidrogéis intumescem,
moléculas de diferentes tamanhos podem se difundir através de sua estrutura tridimensional
(HOFFMAN, 2002). A difusdo de fluidos no interior dessas matrizes poliméricas permite que
hidrogeéis sejam utilizados também em sistemas de encapsulamento e liberagcdo controlada de

diferentes solutos.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Os reagentes e métodos utilizados durante os procedimentos experimentais do Capitulo 4

sdo apontados a seguir.

4.2.1 Imobilizacéo de p-D-galactosidase

As condicbes otimizadas de imobilizacdo e liberacéo controlada apresentadas no Capitulo
3 foram utilizadas para os estudos de estabilidade e reutilizagdo da (3-D-galactosidase imobilizada.
O hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana foram sintetizados conforme os
topicos 2.2.2 e 2.2.3, respectivamente, os quais foram secos em estufa com circula¢do de ar (Alpax
FD) a 50,0 £ 1,0 ° C por 24 h ou por liofilizagdo (TFD5503, llshin Lab. Co. Ltd., Coréia) a -60,0
+ 1,0 ° C por 12 h. Os efeitos dos processos de secagens foram avaliados determinando a
capacidade de imobilizacdo de B-D-galactosidase e a eficiéncia de hidrélise de lactose em
diferentes ciclos sucessivos com o objetivo de avaliar os reciclos dos hidrogeis contendo enzima
imobilizada. A capacidade de imobilizacdo e a eficiéncia de imobilizacdo foram determinadas

utilizando as Equacdes 2 e 3.

4.2.2 Reutilizagiio de p-D-galactosidase imobilizada nos hidrogéis

A eficiéncia dos hidrogéis contendo enzima imobilizada na hidrdlise de lactose padrdo e de
lactose contida em leite integral UHT em pH 7,0 a 25,0 £ 1,0 °C (condicBes avaliadas
preliminarmente) foram estudadas em diferentes ciclos sucessivos. A concentracdo de glicose,
atividade relativa e fracdo de enzima liberada a partir dos hidrogéis foram quantificadas no inicio
(tempo = 0 min) e no final (tempo = 240 min) de cada ciclo de reutilizagdo. A concentracdo de
glicose produzida apds a hidrolise de lactose foi determinada utilizando spectrofotometria Uv-vis
e um kit Bioclin. A atividade relativa, considerando que no primeiro ciclo a atividade era de 100

%, foi determinada proporcionalmente para os demais ciclos.

4.2.3 Efeito da temperatura na estabilidade de p-D-galactosidase



92

O efeito da temperatura na atividade enzimatica foi avaliado para a enzima livre e enzima
imobilizada. A lactose foi hidrolisada adicionando 2,0 mL de 3-D-galactosidase padréo livre 9,0
% (v/v) (ou hidrogel contendo enzima imobilizada) em um erlenmeyer de vidro contendo 8,5 mL
de solucdo tampao fosfato de pH 7,0 e 1,5 mL de solucédo de lactose padrdo 5,0% (m/v), nas
temperaturas de 5,0, 25,0, 37,0, 50,0 £ 1,0 ° C. Aliquotas de cada solu¢do aquosa foram coletadas
para analise nos intervalos de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min para andlises por espectrofotometria
UV-vis.

4.2.4 Efeito do pH na estabilidade de p-D-galactosidase

O efeito do pH foi avaliado adicionando 2,0 mL de B-D-galactosidase padréo livre 9,0 %
(v/v) (ou hidrogel contendo enzima imobilizada) em um erlenmeyer de vidro contendo 8,5 mL de
solugédo tampdo acetato nos pH 3,5 ou 4,8, ou solucéo tampéo fosfato nos pH 5,50u 7,0, e 1,5 mL
de solucéo de lactose padrdo 5,0% (m/v), em temperatura de 37,0 = 1,0 ° C. Aliquotas de solugéo
aquosa coletadas em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min a fim de determinar a

concentracdo de glicose e avaliar a hidrélise de lactose.

4.2.5 Liberacgao controlada de p-D-galactosidase

A fracdo de B-D-galactosidase liberada a partir de ambos hidrogéis foi determinada entre O
e 240 min conforme tdpico 2.2.12, considerando as diferentes situacdes de reciclo. Aliquotas de
solugdes aquosas remanescentes ap0s contato com o hidrogel contendo enzima imobilizada foram
coletadas em intervalos de tempo de 0, 30, 60, 120, 180 e 240 min. A fracdo de 3-D-galactosidase
liberada em funcdo do pH e temperatura foram determinadas por espectrofotometria Uv-vis
utilizado o reagente de Bradford. A fragcdo de enzima liberada foi calculada utilizando a Equacéo
5.

4.2.6 Analise estatistica

Os resultados das anélises estatisticas foram expressos como média + desvio padréo,

considerando a capacidade e eficiéncia de imobilizacdo de B-D-galactosidase, atividade de B-D-
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galactosidase, concentracdo de glicose produzida, fragdo de enzima liberada e atividade relativa
durante a hidrolise usando B-D-galactosidase imobilizada. Todos os dados foram calculados para
amostras em triplicata usando analise de variancia (ANOVA) e o teste t com nivel de confianca de

95 % (p < 0,05).
4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentados os resultados e discusséo referentes ao Capitulo 4.
4.3.1 Efeito da secagem dos hidrogéis sobre a imobilizacdo de p-D-galactosidase

Na Tabela 12 sdo apresentados os dados de imobilizacdo da enzima no hidrogel a base
goma arébica e hidrogel a base de quitosana secos em diferentes condi¢des. Observa-se que a
capacidade e eficiéncia de imobilizacdo aumentaram ap6s secagem por liofilizacdo para ambos

hidrogéis quando comparado com a secagem em estufa.

Tabela 12 — Efeito dos processos de secagem na imobilizagdo de B-D-galactosidase em hidrogel a
base de goma arabica (GA) e hidrogel a base de quitosana (QA). (1) Secagem em
estufa com circulacdo de ar a 37 °C por 24 h. (2) Secagem por liofilizacdo a -60 °C

por 24 h
Hidroel Processo de Capacidade de Eficiéncia de
g secagem imobilizacdo (mg g1) imobilizagdo (%)
GA 1 98,34+ 1,41 8,96 £ 0,04
2 150,62 £ 0,71 13,85+ 0,01
0A 1 144,35+ 141 14,95 + 0,08
2 189,04 £ 1,15 19,33+ 0,14

Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A capacidade e eficiéncia de imobilizacdo, a liberacdo controlada e o uso da enzima
imobilizada na hidrolise de lactose sdo afetados pelas propriedades fisico-quimicas das redes
tridimensionais hidrofilicas dos hidrogéis e por suas morfologias. Os métodos de secagem dos
hidrogéis apds a sintese, ou apés a aplicacdo, alteram suas caracteristicas morfologicas e
estruturais, podendo causar modifica¢Bes no arranjo tridimensional nas redes poliméricas (WANG
et al., 2015).
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A secagem em estufa com circulacdo de ar é de baixo custo comparado ao método por
liofilizagdo. Porém na liofilizacdo, a secagem ocorre por desidratacdo do sélido em temperaturas
abaixo de zero, mantendo os poros dos hidrogéis mais abertos e possibilitando o aumento da
capacidade de imobilizacdo como observado (GAVA, 1994). Como nesse método o solvente é
removido por sublimacdo a vacuo, deixando espacos vazios nas regides que anteriormente eram
ocupadas (ANNABI et al., 2010), a area superficial do s6lido aumenta consideravelmente quando
comparado com os materiais secos em estufa. Assim, o rearranjo da rede polimérica do hidrogel
durante o processo de congelamento contribui para a formacdo e preservacdo de uma estrutura
porosa (ZHANG et al., 2017). Por outro lado, a secagem em estufa remove a 4gua ou solventes da
estrutura comprimindo os poros, e por vezes, degradando a matriz polimérica. A degradacdo da
matriz polimérica diminui o nimero de sitios ativos, contribuindo também para a diminuicdo das
capacidades de imobilizacdo como observado (RISBUD et al.,, 2000). Como o processo de
imobilizacdo ocorre rapidamente, a rede porosa do hidrogel contendo maior quantidade de sitios

ativos é mais satisfatdria uma vez que evita a aglomeracéao de substrato na superficie do suporte.

4.3.2 Efeito do pH na estabilidade de p-D-galactosidase

4.3.2.1 Efeito do pH na atividade enzimatica de f-D-galactosidase

O pH exerce grande influéncia na atividade e estabilidade das enzimas. A quantidade de
lactose hidrolisada foi confirmada pelo aumento da formacéo de glicose, a qual aumentou com a
elevacdo do pH da solucdo. Na Figura 32 estdo apresentadas as concentragdes de glicose em fungéo
do tempo de hidrolise utilizando enzima livre (a), enzima imobilizada no hidrogel a base de goma
arabica (b) e enzima imobilizada no hidrogel a base de quitosana (c) para diferentes valores de pH

em temperaturas de 37,0 £ 1,0 °C.
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Figura 32 — Concentragdes de glicose versus tempo de hidrdlise de lactose em diferentes valores
de pH utilizando enzima livre (a), enzima imobilizada no hidrogel a base de goma
arébica (b) e enzima imobilizada em hidrogel a base de quitosana (c). Condic¢des
experimentais para hidrélise de lactose padrdo: pH 3,5, 4,8, 5,5 e 7,0, em temperaturas

de37,0x1,0°C
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A diminuicdo das concentracdes de glicose produzida na hidrélise de lactose a medida que

0 pH diminui esta relacionada a diminuicdo da atividade enzimatica. Assim, concluiu-se gque tanto

a enzima livre como a enzima imobilizada reduzem suas atividades cataliticas em meios muito

acidos. Na Figura 33 estédo apresentadas as atividades enzimaticas em funcdo do pH das solugdes

aquosas para enzima livre e enzima imobilizada no hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a

base de quitosana.
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Figura 33 - Efeito do pH nas atividades enzimaticas de -D-galactosidade livre, f-D-galactosidade
imobilizada em hidrogel a base de goma arébica e B-D-galactosidade imobilizada em
hidrogel a base de quitosana na hidrélise de lactose em diferentes valores de pH.
Condicdes experimentais: pH 3,5, 4,8, 5,5 e 7,0; temperatura de 37,0 + 1,0 °C
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Mesmo em meios acidos, as atividades enzimaticas da -D-galactosidase imobilizada no
hidrogel a base de goma aréabica foram 0,113 + 0,003 e 0,122 + 0,006 U mg™ para pH 3,5 e 4,8,
respectivamente. As atividades enziméticas da -D-galactosidase imobilizada no hidrogel a base
de quitosana foram 0,102 + 0,002 e 0,110 + 0,002 U mg?, respectivamente. Por fim, as atividades
da enzima livre foram aproximadamente zero nessas mesmas condigdes. Assim, a enzima
imobilizada em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base de quitosana foram mais estaveis
do que a enzima livre em meios acidos (KLEIN et al., 2013; SARIKA et al., 2014). Concluindo, a
B-D-galactosidade poderia ser imobilizada em cépsulas a base de hidrogéis para hidrélise de lactose
em meios acidos como no sistema gastrointestinal de individuos humanos. Além disso, a enzima
imobilizada poderia ser reutilizada na hidrélise de lactose em diferentes ciclos durante a producédo
de leite UHT com baixo teor de lactose em pH 7.0, temperatura de 25+ 1,0 °Coua 37,0 £ 1,0 °C,
uma vez que ndo perde sua atividade apos o primeiro ciclo de hidrdlise. Embora B-D-galactosidase
produzida a partir de kluyveromyces lactis seja utilizada principalmente em valores de pH acidos,
sua estabilidade pode ser significantemnte afetada, comprometendo sua aplicacao e eficiéncia na
hidrolise de lactose.

4.3.2.2 Efeito do pH na liberagdo de p-D-galactosidase
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Pela Figura 34 sdo observados os perfis de liberagao de P-D-galactosidase a partir do
hidrogel a base de goma arébica (a) e hidrogel a base de quitosana (b) nas solu¢fes tamponadas em
pH 7,0.

Apds 240 min, as fragdes de B-D-galactosidase liberadas a partir de hidrogel a base de goma
ardbica foram 0,122 + 0,002, 0,162 + 0,011, 0,284 + 0,014 e 0,415 + 0,006 em pH 3,5, 4,8, 5,5, e
7.5, respectivamente. As fragdes de [-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de
quitosana foram 0,091 + 0,012, 0,127 + 0,006, 0,166 + 0,006 e 0,243 + 0,001 em pH 3,5, 4,8, 5,5,

e 7.5, respectivamente.
Figura 34 - FracOes de B-D-galactosidase liberadas a partir de hidrogel a base de goma arabica (a)

e hidrogel a base de quitosana (b). Condi¢Oes experimentais: pH 3,5, 4,8, 5,5 e 7,0;
temperatura de 37,0 £ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

As fragdes de B-D-galactosidase liberadas aumentaram com o aumento do pH a partir de
ambos hidrogéis devido as desestabilizacdes das interacGes eletrostatica entre enzima encapsulada
e grupos glucurénicos das redes dos hidrogéis (ZHANG et al., 2016). A liberagdo de B-D-
galactosidase pode também ser influenciada pelo grau de intumescimento do hidrogel devido aos
processos de atraves da rede polimérica. Ainda, a repulsdo eletrostatica entre moléculas de fosfato
presentes nas solucbes tampéo e os grupos glucurdnicos nos hidrogéis contribui para aumentar a
velocidade de liberacdo (GUO; GAO, 2007). Contudo, tanto o hidrogel a base de goma arabica
quanto o hidrogel a base de quitosana sdo eficientes para imobiliacdo e liberacdo de enzimas e
proteinas pela variacdo do pH ou temperatura, podendo ser aplicados na producao de produtos com

baixo teor de lactose ou liberagcdo de enzima em sistemas gastrointestinais apos ingestdo de uma
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capsula contendo enzima imobilizada (GUO; GAO, 2007; SANGEETHA e ABRAHAM, 2008).
Por fim, a estabilidade da enzima e das redes poliméricas em pH &cido é preponderante para
aplicacGes na area médica, alimenticia, farmacéutica, dentre outras possuem a sensibilidade ao pH
em solucgdes aquosas devido a presenca abundante de grupamentos -COOH e -NH2 (PAULINO et
al., 2006b; PAULINO et al., 2009; ZONATTO et al., 2017).

4.3.3 Efeito da temperatura na estabilidade de p-D-galactosidase

4.3.3.1 Efeito da temperatura na atividade enzimética

Nas Figuras 35a-c sdo apresentadas as concentracdes de glicose em funcdo do tempo de
hidrolise de lactose utilizando B-D-galactosidase livre (a), p-D-galactosidase imobilizada em
hidrogel a base de goma arébica (b) e B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de
quitosana (c) para diferentes temperaturas em pH 7,0.

E importante avaliar a estabilidade térmica de p-D-galactosidase durante a hidrélise de
lactose com o objetivo de estabeler informag6es importantes sobre as aplicacfes em situacoes reais
na inddstria alimenticia (SANTOS et al., 2016). As reaces enzimaticas e as velocidades dessas
reacOes sdo dependentes da temperatura. No entanto, pode ocorrer inibi¢do da atividade enzimatica
devido ao processo de desnaturacdo em determinadas temperaturas que precisam ser determinadas
muitas vezes experimentalmente. A maior quantidade de glicose produzida foi com a utilizagéo da
enzima livre emtempos menores. Ainda, a quantidade de lactose hidrolisada aumentou com o
aumento da temperatura da solugdo, com excecao da hidrélise em temperatura de 50,0 £ 1,0 °C, na
qual ambas asenzimas, livre e imobilizada, produziram menor glicose e galactose. A temperatura
Otima de operacdo de um reator para enzima livre e imobilizada foi de 37,0 £ 1,0 °C. Entretanto,
as enzimas imobilizadas tambem séo eficientemente aplicadas e com potencial 6timo de operacao
a25,0+1,0°C.
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Figura 35 — Concentracdes de glicose versus tempo de hidrolise de lactose utilizando B-D-
galactosidase livre (a), B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma
arébica (b) e B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de quitosana (c).
Condic¢6es experimentais para hidrolise de lactose padréo: pH 7,0 e temperaturas de
4,0,25,0,37,0e50,0+1,0°C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Na Figura 36 sdo apresentadas as atividades enzimaticas em funcdo da temperatura para
hidrélise de lactose utilizando B-D-galactosidase livre (a), p-D-galactosidase imobilizada em
hidrogel a base de goma arabica (b) e B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de
quitosana (c) para diferentes temperaturas e pH 7,0. Observa-se que os perfis para as atividades
enzimaticas em func¢do da temperatura foram semelhantes para -D-galactosidase imobilizada nos
hidrogéis entre 25,0 e 37,0 £ 1,0 °C. Porém, 0 aumento da temperatura da solucéo de hidrolise para
50,0 + 1,0 °C aumentou a degradacéo térmica. Estatisticamente, as atividades enzimaticas a 50,0 +

1,0 °C néo foram significativamente diferentes. No entanto, a imobilizagdo da enzima em suportes
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como os hidrogéis diminui a sua flexibilidade e aumenta a sua resisténcia a desnaturacdo em altas

temperaturas.

Figura 36 - Efeito da temperatura nas atividades enzimaticas de B-D-galactosidase livre, p-D-
galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica e p-D-galactosidase
imobilizada em hidrogel a base de quitosana. Condic¢des experimentais para hidrolise
de lactose padréo: pH 7,0 e temperaturas de 4,0, 25,0, 37,0e 50,0 + 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

O numero de interacGes intermoleculares que sdo formadas entre enzima e suporte pode ser
correlacionado ao aumento na estabilidade térmica (MARTINEK et al., 1977; CHEN; DUAN,
2015). Contudo, no método de imobilizacdo em que ocorre preferencialmente adsorcao fisica tem

uma estabilidade térmica enzimética menor.

4.3.3.2 Efeito da temperatura na liberagdo de -D-galactosidase

Na Figura 37 sdo apresentadas as fracGes de 3-D-galactosidase liberada a partir do hidrogel
a base de goma arabica (a) e hidrogel a base de quitosana (b) em diferentes temperaturas em pH
7,0. As fragdes de B-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de goma arabica em 4,0,
25,0, 37,0 50,0 £ 1,0 °C foram de 0,104 + 0,016, 0,135 £ 0,006, 0,399 + 0,017 e 0,647 + 0,015,
respectivamente, apos 240 min. As fracOes liberadas a partir do hidrogel a base de quitosana foram
0,084 + 0,011, 0,119 + 0,006, 0,244 + 0,006 e 0,454 + 0,010, respectivamente, apds 240 min.
Observa-se que a fracdo de enzima liberada aumentou com o aumento de temperatura entre 4,0 e

50,0 £ 1,0 °C. As quantidades de enzima liberadas em 4,0 e 25,0 £ 1,0 °C foram semelhantes.
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Figura 37 - Fragdes de B-D-galactosidase liberadas a partir de hidrogel a base de goma arébica (a)
e hidrogel a base de quitosana (b) em funcdo da temperatura. Condicdes experimentais
para hidrélise de lactose padréo: pH 7,0 e temperaturas de 4,0, 25,0, 37,0 ou 50,0 £ 1,0
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A liberacdo de p-D-galactosidase em temperaturas maiores que a temperatura de 25 + 1,0
°C pode diminuir as forcas intermoleculares e aumentar a velocidade de difusdo (GUO e GAO,
2007; CHEN e DUAN, 2015). Além disso, a maior fracdo liberada pode também ser resultado do
maior grau de intumescimento dos hidrogéis que aumenta a expansao térmica e a desestabilizacao
da rede polimérica tridimensional, aumentando a velocidade de difusdo e o tamanho dos poros
(MOURA et al., 2008; FACIN et al., 2015). Com base nos perfis de liberacdo, pode-se concluir
que a melhor condigéo para aplicagédo de 3-D-galactosidase imobilizada na producéo de leites com
baixo teor de lactose é em 25,0 + 1,0 °C, o que possibilitou a maior capacidade de imobilizacdo

durante os estudos de reutilizacdo e a menor fracdo de enzima liberada.

4.3.4 Efeito da secagem dos hidrogeis contendo p-D-galactosidase nas reutilizaces

O hidrogel a base de goma arabica e o hidrogel a base de quitosana descritos no topico 4.3.1
foram utilizados na hidrélise de lactose padrdo de pH 7,0 a 37,0 £ 1,0 °C em cinco ciclos
sucessivos. Conforme observado na Figura 38, a atividade de B-D-galactosidase diminuiu a partir
de cada ciclo. As atividades de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica,
seco em estufa e liofilizacéo, foram 49,07 + 0,07 e 40,36 = 0,71 %, respectivamente. As atividades
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nos hidrogéis a base de quitosana, secos em estufa e liofilizacdo, foram 52,84 + 0,27 e 36,13 £ 0,65

%, respectivamente.

Figura 38 — Atividades de B-D-galactosidase imobilizadas em hidrogel a base de goma arébica (a)
e hidrogel a base de quitosana (b), secos em estufa e liofilizacdo, durante os ciclos de
reutiliacdo da enzima imobilizada. Condigdes experimentais para hidrdlise de lactose
padrdo: pH 7,0 e temperatura de 37,0+ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

A fragdo de B-D-galactosidase liberada foi maior quando a secagem dos hidrogéis foi
realizada por liofilizacdo em ambos os hidrogéis, conforme pode ser visualizado na Figura 39. As
fracdes liberadas a partir do hidrogel a base de goma arabica, seco em estufa e liofilizacao, foram
0,519 + 0,014 e 0,946 + 0,007, respectivamente, apds cinco ciclos de reutilizacdo. As fracdes
liberadas a partir do hidrogel a base de quitosana, secos em estufa e liofilizagdo, foram 0,261 +
0,005 e 0,481 + 0,008, respectivamente, apés cinco ciclos de reutilizacéo.

A imobilizagao de B-D-galactosidase em hidrogel liofilizado tem sido mais eficiente devido
a maior quantidade de poros e sitios ativos disponiveis para interacdes intermoleculares. Além
disso, 0 aumento da area superficial aumenta a concentracdo de enzima imobilizada que estara
disponivel para hidrolise de lactose e processos de liberagdo controlada. Assim, pode-se concluir
que a secagem do hidrogel € uma etapa muito importante nos estudos de imobilizacao e liberacdo

controlada de enzimas.
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Figura 39 - Efeitos dos métodos de secagem dos hidrogéis nas fragdes de B-D-galactosidase
liberadas a partir do hidrogel a base de goma arabica (a) e hidrogel a base de quitosana
(b), durante cinco ciclos de reutilizagcdo. CondicGes experimentais para hidrolise de
lactose padrao: pH 7,0 e temperatura de 37,0 + 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

4.3.5 Hidrolise de lactose reutilizando g-D-galactosidase imobilizada em hidrogéis

Na Figura 40 séo apresentadas as concentracdes de glicose produzidas durante os ciclos de
reutilizagdo de B-D-galactosidase imobilizada no hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base
de quitosanaem pH 7,0a 25,0+ 1,0 ° C.

Figura 40 — Concentracdes de glicose em diferentes ciclos de reutilizacdo de 3-D-galactosidase
imobilizada em hidrogel a base de goma arébica (a) e hidrogel a base de quitosana (b).
Condicdes experimentais na hidrélise de diferentes solucGes de lactose de pH 7,0 em
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A B-D-galactosidase imobilizada foi aplicada em dez ciclos sucessivos de hidrdlise de
lactose padréo e lactose contida em leite UHT. A taxa de hidrélise de lactose diminuiu & medida
que aumentou o numero de ciclos de reutilizacdo devido a menor atividade enzimatica. Na Figura

41 pode ser observada a diminuicéo da atividade enzimatica apos ciclos sucessivos de hidrolise.

Figura 41 - Atividades 3-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arébica (a) e
hidrogel a base de quitosana (b) apds ciclos sucessivos de hidrolise de lactose padrédo
e lactose contida em leite UHT de pH 7,0em 25,0 £ 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

As atividades de B-D-galactosidase imobilizada em hidrogel a base de goma arabica ap6s
hidrélise de lactose padrdo e lactose contida em leite UHT foram 43,82 + 3,26 e 65,09 + 3,47 %,
respectivamente, ap0s dez ciclos sucessivos. As atividades de B-D-galactosidase imobilizada em
hidrogel a base de quitosana foram 56,05 £ 0,78 e 71,81 + 2,33 %, respectivamente, apds dez ciclos
sucessivos. Durante o processo de imobilizacdo pode ocorrer diferentes interagdes intermoleculares
entre proteina e suporte sob a superficie ou intraporos. Nesse caso, a natureza da interacéo ird
influenciar a eficiéncia de reutilizacdo da enzima bem como as propriedades cataliticas e
termodinamicas (RAMAZANI et al., 2016). Quanto maior a for¢a das interacdes intermoleculares,
maior a quantidade de enzima imobilizada, menor a quantidade de enzima liberada durante as
reutilizagGes, maior a eficiéncia de hidrdlise e menor custo/beneficio do processo industrial.

Na Figura 42 sdo apresentados os resultados de atividade de B-D-galactosidase em

diferentes ciclos de hidrolise de lactose padréo e lactose contida em leite UHT.
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Figura 42 - Fragdes de B-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de goma arabica (a)
e hidrogel a base de quitosana (b) during diferentes ciclos de hidrélise de lactose
padrdo e lactose contida em leite UHT de pH 7,0 em 25,0 + 1,0 °C
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Fonte: Elaborado pela autora, 2018.

Quantidades maiores de B-D-galactosidase liberadas foram determinadas em solugédo de
lactose padrdo com subsequente diminuicdo da atividade durante o processo de reutiilzacdo dos
hidrogéis contendo enzima imobilizada. As fracGes de B-D-galactosidase liberada a partir do
hidrogel a base de goma ardbica em solugéo de lactose padréo e solucdo de lactose contida em leite
UHT foram 0,919 + 0,065 e 0,651 *+ 0,071, respectivamente, apds dez ciclos de reutilizacdo. As
fracdes de B-D-galactosidase liberadas a partir do hidrogel a base de quitosana foram 0,892 + 0,933
e 0,567 + 0,068, respectivamente. A reutilizacdo do hidrogel contendo B-D-galactosidase
imobilizada em temperatura de 25,0 + 1,0 °C liberou menor quantidade da enzima a partir de ambos
hidrogéis. Nessas condi¢cdes pode-se concluir que a hidrdlise de lactose e a atividade enzimatica
foram provenientes principalmente da enzima imobilizada, com pequena contribuicdo da enzima
livre a qual pode ter sido liberada durante os ciclos de hidrdlise. A hidrolise de lactose contida no
leite UHT foi mais eficiente devido a presenca de cofatores enzimaticos tais como ions Na*, Mg?*
e Mn?* os quais estdo comumente presentes em alimentos derivados de lacteos (BOVENHUIS et
al., 2016; PLOU et al., 2016). Por fim, a pressdo osmética gerada pela diferenca entre concentracao
de lactose na solucdo aquosa externa e solucdo aquosa dentro da rede tridimensional hidrofilica do
hidrogel aumenta o coeficiente de difusdo de lactose pelos poros (ZHANG et al., 2016; ZHANG
etal., 2017).



106

4.4 CONCLUSAO

A imobilizac¢do de B-D-galactosidase em hidrogel a base de goma arabica e hidrogel a base
de quitosana é uma estratégia alternativa para aumentar o rendimento e a produtividade de leite
com baixo teor de lactose e producéo de capsulas de liberacdo controlada de enzima para individuos
intolerantes a lactose. O processo de imobilizacdo, liberacdo, atividade enzimatica e hidrélise de
lactose sdo influenciados pelos métodos de secagem dos hidrogéis. Assim, € importante monitorar
a estabilidade da enzima imobilizada em diferentes valores de pH e temperatura para aplicacdo na
producdo de produtos com baixo teor de lactose. Durante a hidrolise de lactose contida em leite
UHT foi observado que cofatores enziméticos sdo importantes para melhorar a eficiéncia do
processo. Assim, a hidrolise de lactose usando B-D-galactosidase imobilizada em hidrogéis é uma
estratégia viavel, pois é possivel reutizar a enzima em ciclos sucessivos de hidrélise sem perda total
da sua atividade. Por fim, a imobilizacéo de B-D-galactosidase em hidrogéis a base de goma aréabica
e hidrogéis a base de quitosana pode ser uma alternativa economicamente viavel para a inddstria

alimenticia.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste trabalho pode-se inferir que o hidrogel a base de
goma arabica e hidrogel a base de quitosana sdo suportes vidveis para imobilizagdo de B-D-
galactosidase e producdo de leite com baixo teor de lactose. Ainda, é possivel utilizar esses
hidrogéis como capsulas de liberacdo controlada de enzima em individuos intolerantes a lactose.
A imobilizacdo de B-D-galactosidase nos hidrogéis foi eficiente devido as propriedades fisico-
quimicas da enzima e da rede polimérica tridimensaional hidrofilica do hidrogel. Na aplica¢do dos
hidrogéis para imobilizacdo de enzimas é importante o controle de certas propriedades tais como
grau de intumescimento, mecanismo de absorcdo de agua, pH, temperatura e forca ibnica. Ambos
hidrogéis sintetizados aqui foram eficientes para imobilizacdo, liberacdo controlada e aplicacéo de
-D-galactosidase imobilizada, na hidrolise de lactose em diferentes meios.

Os métodos de secagem dos hidrogéis sdo fatores preponderantes para sua aplicacdo em
sistemas de imobilizac&o de enzimas, uma vez que mudam a porosidade e a posicéo de sitios ativos
para adsor¢do. Usando liofilizacdo como método de secagem € possivel obter maior quantidade de
sitios de imobilizacdo e maior quantidade de reutilizacdo da enzima imobilizada. O aumento da
area superficial pelo uso desse método é também um fator preponderante na imobilizagdo, na
reacdo de hidrolise e também na liberacdo controlada de enzima. Assim, o método de secagem é
uma etapa importante que pode ser usada para melhorar as caracteristicas da enzima imobilizada
como sua atividade catalitica. A atividade enzimética de B-D-galactosidase em sistemas contendo
enzima imobilizada é muitas vezes uma combinacdo da concentracdo de enzima imobilizada e
enzima livre a qual foi liberada a partir dos hidrogéis.

Temperatura, concentracdo inicial de enzima e pH de solucdes influenciam a capacidade de
imobilizacdo, a capacidade catalitica e os processos de liberacdo. Desta forma, é necessario ser
empregadas condi¢des de imobilizagdo adequadas dependendo do objetivo da aplicacdo. Entéo, é
de suma importancia os estudos de variaveis independentes na imobilizacdo e aplicacdo para
melhorar o custo/beneficio de um reator industrial usado para hidrolise de lactose. Apesar da
capacidade de imobilizacdo de p-D-galactosidase em hidrogel a base de quitosana ter sido maior
que aquela observada para o hidrogel a base de goma arabica, a enzima imobilizada possuiu menor

atividade devido a maior quantidade de enzima liberada durante as rea¢des de hidrolise. Assim, a
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profundidade dos canais porosos do hidrogel a base de quitosana pode ter influenciado na atividade
enzimatica neste suporte como ocorreu com a fragdo de enzima liberada.

As fragdes de B-D-galactosidase liberadas a partir de hidrogéis sdo influénciadas pelas
condicdes de imobilizacdo, assim, é necessario controlar temperatura, pH, atividade enzimatica
dentre outros, para melhorar a eficiéncia de imobilizagdo. Como a fracdo de enzima liberada
aumenta com aumento de temperatura e pH, ocorre um aumento na taxa de hidrélise. Assim, 0s
hidrogéis sdo adequados para imobilizacdo e liberagcdo de enzimas e/ou proteinas pela variacao de
temperatura e pH. Assim, esses hidrogeis podem ser considerados sensiveis a pH e temperatura
para 0s processos de imobilizacdo de B-D-galactosidade. As enzimas imobilizadas em hidrogéis
sensiveis a pH e temperatura possuem maior estabilidade e eficiéncia na hidrdlise de lactose.

Hidrogéis a base de polissacaridios contendo B-D-galactosidase imobilizada podem ser
eficientemente utilizados na hidrolise de lactose e producgdo de leite com baixo teor de lactose.
Além disso, B-D-galactosidase imobilizada em hidrogéis pode ser utilizada em varios ciclos
sucessivos de hidrolise de lactose sem perda total de atividade enzimatica. Assim, a imobilizacéo
de enzimas em hidrogéis constituidos de polissacaridios é bastante promissora para reatores
industriais de producdo de produtos com baixo teor de lactose.
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