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RESUMO

A hidrélise enziméatica da lactose por B-galactosidase desempenha importante papel
no processamento de produtos lacteos, sendo uma das aplicacdes a obtencéo de
leite com lactose reduzida para o consumo por individuos com intolerancia a lactose,
producdo de cépsulas de enzimas para tratamento e a prevencao da cristalizagdo
em produtos lacteos. Neste contexto, este trabalho foi desenvolvido visando a
selecédo de cepas de Kluyveromyces produtoras da enzima B-galactosidase usando
um residuo agroindustrial, o soro de leite como meio de cultivo. Inicialmente,
realizou-se a selecdo de espécies de Kluyveromyces capazes de produzir B-
galactosidase utilizando lactose como fonte de carbono, em meio complexo e
posteriormente em soro de leite (50 g/L de lactose) desproteinado e suplementado
com extrato de levedura (1 g/L). Apos definir a levedura que apresentava maior
producdo da enzima de interesse, estudou-se a producdo e a viabilidade de
imobiliza-la em quitosana. Apés, caracterizou-se a enzima solUvel e imobilizada,
consistindo na determinacdo do pH e temperatura 6timos, estabilidade térmica,
estimativa dos parametros termodinamicos e determinacao dos parametros cinéticos
Km € Vmax usando como substrato ONPG. As cepas de K. marxianus LAMI CE025 e
CCA 510 nao consumiram lactose em meio complexo. As demais cepas foram
avaliadas quanto a producao de B-galactosidase em soro de leite. A atividade
maxima de 3,7 U/mL foi obtida por K. lactis NRRL Y-1564 apds 12 h de cultivo a 180
rpm e 30°C, sendo selecionada como micro-organismo para a producdo da pB-
galactosidase. O pH o6timo para a enzima soluvel e imobilizada foram 6,5 e 7,0,
respectivamente, e temperatura 6tima de 50 e 37°C para a B-galactosidase soluvel e
imobilizada, respectivamente. A enzima solivel e imobilizada mostrou perfis
semelhantes de desactivacdo a 40 ° C. Durante mais de 200 min, ambos o0s
biocatalisadores mostrou a mesma estabilidade, retendo cerca de 50% da sua
actividade inicial. Entretanto, a 50°C, a enzima imobilizada mostrou uma maior
estabilidade térmica, sendo 8 vezes mais estavel. Os parametros cinéticos Ky € Vimax
foram 3,34 mM e 1,78 mM/min para a B-galactosidase sollivel comparado com 3,68
mM e 3,38 mM.min para a enzima imobilizada. Na hidrdlise de lactose utilizando a
enzima soluvel a 37°C e pH 7,0 foi verificada uma converséo de 30,77% da lactose
para a carga de 2,0 U e 9,8% usando 0,5 U. Ap6s o 10° reciclo de uso, a enzima
imobilizada reteve 74% da atividade inicial. A B-galactosidase imobilizada, estocada
em tampdo fosfato de potassio pH 7,0 a 4°C manteve 100% de sua atividade
enzimatica inicial no periodo de 93 dias. A B-galactosidase soluvel perdeu 9,4% de
sua atividade inicial quando foi estocada nas mesmas condi¢cdes. De acordo com 0s
resultados obtidos, o soro de leite mostrou-se uma fonte de carbono alternativa para
producdo de B-galactosidase de K. lactis NRRL Y1564 e a quitosana ativada com
glutaraldeido € um suporte alternativo adequado de baixo custo para imobilizacéo da
B-galactosidase, proporcionando a enzima imobilizada estabilidades térmicas,
operacional e de armazenamento comparado com a enzima soluvel.

Palavras-chave: Kluyveromyces, [-galactosidase, caracterizacdo enzimatica,
imobilizagéo enzimatica.



ABSTRACT

The enzymatic hydrolysis of lactose by (B-galactosidase plays an important role in the
processing of dairy products, such as the production of milk containing low
concentrations of lactose, the prevention of crystallization in dairy products, and the
use of galactosyltransferase for synthesizing galacto-oligosaccharides. In this
context, this work aims to study how Kluyveromyces strains can be used to produce
B-galactosidase from an agro-industrial by-product such as whey. The species
studied were K. marxianus (LAMI CE 025, CCA 510, ATCC 36907) and K. lactis
(NRRL Y-1564 and Y-4087). This work also aims to investigate the immobilization of
the enzyme onto chitosan and determine its properties such as the optimal operating
pH and temperature, the thermal stability of the enzyme, the thermal desnaturation
constant, the half-life and the kinetic parameters K, and Vmax using ONPG as
substrate of the enzyme [-galactosidase from Kluyveromyces lactis strain NRRL
Y1564. K. marxianus LAMI CE 025 and CCA 510 did not consume lactose of the
complex medium. The other strains were studied for B-galactosidase production in
whey. The maximum enzymatic activity of 3.7 U/mL was achieved by K. lactis NRRL
Y-1564 after 12h of fermentation at 180 rpm and 30°C, being selected as a
microorganism for B-galactosidase production. The optimal pH for soluble B-gal
activity was found to be 6.5 while the optimal pH for immobilized B-gal activity was
found to be 7.0, while the optimal operating temperatures were 50°C and 37°C,
respectively. The soluble and immobilized enzyme showed similar deactivation
profiles at 40°C. For more than 200 min, both biocatalysts showed the same stability,
retaining approximately 50 % of their initial activities. However, However, the
immobilized enzyme showed an increased stability (8 times) at 50°C. In the lactose
hydrolysis at 37°C and pH 7.0 by soluble enzyme was observed a conversion of
58.68% using a enzymatic charge of 2.0 U and 17.57% to 0.5 U. The immobilized
enzyme was reused for 10 cycles, showing a good operational stability by retaining
more than 74% of its initial activity. The immobilized enzyme retained 100% of its
initial activity when it was stored at 4°C and pH 7.0 for a period of 93 days. The
soluble B-galactosidase lost 9.4% of its initial activity when it was stored at the same
conditions. According to these results, an alternative culture medium prepared by
using deproteinized whey supplemented with yeast extract was efficiently used for
the production of B-galactosidase through the cultivation of Kluyveromyces strains.
Chitosan activated with glutaraldehyde is a suitable alternative low cost support for 3-
galactosidase immobilization, providing the immobilized enzyme with higher thermal,
operational and storage stabilities in comparison with the soluble enzyme.

Keywords: Kluyveromyces, [(-galactosidase, enzyme characterization, enzyme
immobilization.
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1 INTRODUCAO

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23) € uma das mais promissoras enzimas
empregadas em processos industriais, e tem diversas aplicacfes nas industrias de
alimentos, de fermentacbes e em laticinios (KAUR et al.,, 2009). Esta enzima
hidrolisa a lactose, carboidrato caracteristico do leite, em dois monossacarideos
glicose e galactose, permitindo a obtencdo de alimentos com baixos teores de
lactose, melhorando a solubilidade e digestibilidade do leite e derivados lacteos,
ideais para consumidores intolerantes a lactose (SANTIAGO et al., 2004). Ressalta-
se ainda que a hidrdlise enzimatica da lactose desempenha um papel importante no
processamento de produtos lacteos, a exemplo da obtencéo de leite com baixo teor
de lactose, prevencdo da cristalizacdo em produtos de laticinios (HSU et al, 2007,
JURADO et al, 2004).

Segundo Lane e Morrissey (2010), linhagens de Kluyveromyces tém sido
extensivamente estudadas para produzir -galactosidase, especialmente K. lactis e
K. marxianus, devido a sua capacidade de assimilar a lactose como fonte de
carbono. A levedura K. lactis, foi inicialmente a espécie predominante, dentro do
género Kluyveromyces, entre o0s estudos sobre metabolismo de lactose
(FUKUHARA, 2006).

A levedura Kluyveromyces lactis é tradicionalmente conhecida como fonte
de B-galactosidase para a industria de alimentos e tem seu uso seguro em
aplicacdes destinadas a industria alimenticia ou farmacéutica (SANTIAGO et al.,
2004). Alem disso, é capaz de hidrolisar a lactose (MANERA, 2006), o carboidrato
presente no soro de leite, subproduto de industrias de laticinios, cujo aproveitamento
€ necessario, devido aos problemas ambientais gerados com seu descarte. A
levedura K. lactis apresenta algumas vantagens em relagdo a outros micro-
organismos produtores de [-galactosidase, tais como, bom rendimento de
crescimento que tem um impacto econémico importante na industria de alimentos;
aceitabilidade como um micro-organismo seguro (GRAS — Generally Recognized as
Safe), aspecto técnico importante ao considerar que os produtos fermentados tém
aplicac6es farmacéuticas e alimenticias (KAUR et al., 2009).

Uma alternativa para a reducdo do custo de producdo da enzima [3-

galactosidase é utilizacdo de meio de cultura mais barato, como soro de leite
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(BRAGA et al. 2011; MANERA, 2006; PINHO; PASSOS, 2010; RECH; AYUB, 2007).
O soro de leite € um subproduto das industrias de laticinios, representa a porgéo
aguosa que é formada durante a coagulacdo da caseina do leite durante a
fabricacéo de queijo ou durante a producado de caseina. O soro representa uma faixa
de 85 a 95% do volume de leite e retém 55% de seus nutrientes (GUIMARAES;
TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010). Em geral, a maioria do soro de leite provém das
industrias produtoras de queijos, que sdo de pequeno porte, ndo possuindo meios
econdmicos ou tecnologia disponivel para o reprocessamento deste residuo, que
poderia ser transformado em produtos de maior valor agregado.

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias de Queijo (ABIQ), a
producdo anual de queijo inspecionada é de aproximadamente 500 mil toneladas,
originando um volume estimado de 4,5 bilhées de litros de soro de leite (FARIAS,
2011). A producao de soro de leite no mundo supera 160 milhdes de toneladas por
ano (estimado em nove vezes a producdo do queijo), mostrando uma taxa de
crescimento anual de 1-2% (OECD-FAO, 2008; SMITHERS, 2008).

Apesar das excelentes perspectivas que apresentam as enzimas como
catalisadores, devido sua especificidade e alto poder catalitico, sua aplicacédo
industrial ndo é tdo imediata. Esses biocatalisadores geralmente sdo caros e como
sdo solluveis e estdo presentes em baixa concentracdo no meio, sua recuperacao
apos o uso dificilmente sera economicamente viavel. A imobilizacdo de enzimas
normalmente € necesséria, pois esta permite inUmeras vantagens, tais como: a
reutilizacdo do biocatalisador; a redugdo do volume de reacgdo, pois a enzima
imobilizada pode ser utilizada em alta concentragdo em um menor volume de reator;
a facilidade do controle operacional; operar de forma continua; a facil purificacdo do
produto sem contaminacao pelo catalisador, visto que a enzima imobilizada ndo é
soltvel no meio de reacéo.

Vérios trabalhos ja determinaram as propriedades enzimaticas e 0s
parametros cinéticos da enzima fB-galactosidase, um grande numero de dados foi
obtido para enzima comercial, imobilizada ou purificada e enzimas de diversas
fontes microbianas (JURADO et al. 2004; NAGY et al. 2001; VIEIRA, 2009; ZHOU;
CHEN, 2001). No entanto, para enzimas produzidas pela levedura Kluyveromyces

lactis, estes dados sao limitados.
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Com base no exposto acima, este trabalho visou selecionar um micro-
organismo produtor da enzima [(-galactosidase dentre diversas cepas de
Kluyveromyces, utilizando o soro de leite como fonte de carbono. Apds a escolha do
micro-organismo, que obtiver a maior producdo, caracterizar a enzima a partir do
extrato enzimatico, obtido da extracdo das células, pois a (B-galactosidase € uma
enzima intracelular. Também estudou-se a imobilizacdo da enzima produzida
utilizando como suporte quitosana. Para a caracterizagao determinou-se os perfis de
temperatura e pH, estabilidade térmica e estabilidade operacional como, também,

determinou-se o0s parametros cinéticos da Equacdo de Michaellis-Menten (K., e
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Soro de leite

O soro de leite € um subproduto do processamento de queijos nos
laticinios. Caso ndo seja aproveitado das inUmeras maneiras possiveis, seu descarte
na estacdo de tratamento de efluentes representard custos adicionais para a
empresa que o gera. Segundo estudo da FAO - Food Agriculture Organization
(1974), o efeito poluidor de 250 mil litros de soro corresponde ao despejo no
ambiente do esgoto de uma cidade de 50 mil habitantes (ZACARCHENCO et al.,
2008). Isto pode representar problema ambiental, custos para tratamento de
efluentes ou grande quantidade de matéria-prima para fabricar produtos a partir de
soro de leite.

Uma forma de aproveitamento do soro de queijo ap06s a remocdo da
gordura e caseina € como matéria-prima para a producdo de lactoalbumina, lactose,
fosfatos do leite, mistura de esterdis, gordura-sollvel, vitamina K e vitaminas
sollveis em agua. Além dessas alternativas tem-se a utilizacdo desse subproduto
com alto teor de proteinas e vitaminas no processamento do leite para a fabricacédo
de certos derivados. Produtos tais como soro em pé, proteina do soro, queijo ricota,
lactose, &cido lactico, alcool, vinagre e embutidos (hamburgueres, salsichas, bolos
de carne) enriquecidos com concentrados protéicos, bebidas lacteas e na
alimentacdo animal (PORTO, 2001). De acordo com Zacarchenco et al. (2008), o
soro de leite na forma fluida, em pd, concentrado ou seus ingredientes fracionados
sdo utilizados no mundo inteiro em bebidas, barras energéticas e outros alimentos
processados.

Segundo Farias (2011), a producédo brasileira de queijo inspecionada
(SIF, Servico de Inspecdo Federal do Ministério de Agricultura) é de
aproximadamente 500 mil toneladas (ABIQ, Associacéo Brasileira das Industrias de
Queijo) e d& origem a um volume estimado de 4,5 bilhdes de litros de soro de leite.
Este volume corresponde a cerca de 281.250 toneladas equivalentes de Soro de
Leite em PO, sem retirada ou concentracdo de nenhum de seus nutrientes ou

componentes. No Brasil, parte destes 4,5 bilhdes de litros de soro de leite tem sido



18

processada em sistemas de torre de secagem (spray-dryer), sistemas utilizados nas
principais areas de processamento de leite e soro de leite ao redor do mundo.

2.1.1 Propriedades do soro

Na visdo de Panesar et al. (2008), a lactose, reservatorio de carboidrato
do soro de leite e a presenca de outros nutrientes essenciais para o crescimento
microbiano, faz do soro uma matéria-prima potencial para producdo de diversos
bioprodutos através de meios biotecnolégicos.

O soro é a parte liquida do leite obtida ap0s a precipitacdo da caseina
para a producédo de queijos e outros produtos de leite acidificado. Na producéo de
queijo 75 a 85% do volume do leite resulta em soro. Os principais constituintes do
soro apresentam uma composicdo global semelhante a do leite, do qual se extraiu
caseina e gordura com aproximadamente 94% de agua, 0,8% de proteina, 0,2% de
matéria gordurosa, 4,8% de lactose, 0,5% de cinzas minerais e outras substancias,
incluindo vitaminas (RECH; AYUB, 2007). Cerca da metade dos solidos totais
presentes no leite permanece no soro, nho qual a quantidade de extrato seco
representa em média 7% do peso total. Os componentes hidrossollveis do leite tais
como, lactose, alguns sais, vitaminas e as proteinas que ndo coagulam com a
caseina, as albuminas e as globulinas, ficam dissolvidos no soro (OLIVEIRA, 1982).

Ha basicamente dois tipos de soro de lacteo:

e Soro doce — proveniente da coagulacdo enzimética do leite em pH
préximo de 6,7, sendo obtido nos processos de fabricacdo de queijos tipo Cheddar,
Minas frescal, Minas padrdo, Mussarela, Prato e Suico. Sua acidez titulavel em
acido latico é de 0,15 a 0,18%, correspondente a um pH de 6,3 a 6,7 (ORDONEZ,
2005).

e Soro acido - resultante da producdo de caseina ou de queijos com
leites coagulados inicialmente por acido, tal como a do tipo cottage, quark, requeijao
e da ricota. Esse tipo de soro apresenta uma acidez titulavel de 0,5 a 0,6% em acido
latico e apresenta pH de 4,6 a 4,7(ORDONEZ, 2005).

No entanto, de acordo com Peres (2011) existem varios tipos de soro:
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e Soro de leite em po “doce” que advém da producéo de queijos; sendo 0
produto mais simples também conhecido como integral;

e Soro de leite em p6 desmineralizado, com 25% a 90% dos seus
minerais extraidos;

e Soro delactosado, com até 30% de concentracdo de proteina;

e Concentrados protéicos de soro de leite conhecidos como, proteina de
soro concentrada (PSC), com mais de 30% de concentracao de proteinas;

e Isolados protéicos de soro de leite (IPS), a partir de 80% de
concentracdo de proteina de soro.

Do processamento dos concentrados e isolados protéicos de soro de
leite, ainda se obtém o soro de leite “desproteinizado” ou permeado, geralmente com
80% no minimo de lactose, além de uma porcentagem residual de proteina, cujo

perfil e qualidade é menos relevante nutricionalmente.

2.2 Lactose

A lactose € o0 carboidrato mais importante do leite e conhecida
popularmente como “agucar do leite”. Praticamente, o leite e o0 soro de queijo sdo as
fontes exclusivas de lactose. No leite € encontrada nas proporcdes (em termos de
sélidos totais) de 40%, 50% no leite desnatado e 75% no soro de leite. Além das
altas concentracdes de lactose no leite e nas glandulas mamarias, baixas
concentracfes aparecem no sangue e na urina, especialmente durante a gravidez e
amamentacdo (GONZALEZ; DURR; FONTANELLI, 2001). A lactose confere ao leite
um sabor ligeiramente doce e constitui fonte de carbono para micro-organismos,
sobretudo leveduras que crescem no leite, visando a producdo de biomassa, etanol,

acidos organicos, enzimas e extrato de levedura (ORDONEZ, 2005).

2.2.1 Propriedades quimicas da lactose

Quimicamente, a lactose € um dissacarideo redutor constituida por um
radical D-glicose e outro D-galactose, unidos por uma ligagdo glicosidica p-1- 4.

Pelo fato de ambas as moléculas que compdem a lactose se apresentarem na forma



20

de anel piranosidico, esta deve ser denominada propriamente de 4-0-B-D-
galactopiranosil-D-glucopiranose (CAMPBELL, 2000). Sua estrutura molecular é

apresentada na Figura 1.

Figura 1- Estrutura molecular basica de uma molécula de lactose.

Lactose
CH,0H CH,OH
OH 0 O_ OH
OH /s O N OH
OH OH
Galactose Glicose

As reacdes quimicas da lactose implicam na ligacdo hemicetal dos
carbonos 1 e 5 da molécula de glicose, da ligacao glicosidica B-1 — 4, dos agucares
ciclicos e da ligacédo -C-C- dos anéis. A estrutura hemicetal se apresenta na forma
de um equilibrio entre os anémeros o e B que diferem na configuracdo de —-OH e —H
de C-1. Estes anbmeros diferem em rotacdo Otica especifica e em solubilidade
(LONGO, 2006).

As duas formas anoméricas o e B da lactose sdo responsaveis pelas
diferentes propriedades fisicas deste acucar como solubilidade e dogura. A forma o
€ a mais estavel dos tipos cristalinos em temperaturas ordinarias. Em solucfes
supersaturadas, abaixo de 93,5°C, ela cristaliza na forma f anidra. Quando uma
solucéo de lactose ou produtos derivados do leite, contendo altos teores de lactose,
sdo secos rapidamente, a lactose ocorre como um cristal amorfo higroscépico. Os
cristais hidratados de lactose sdo duros e ddo a impressdo de natureza arenosa
(ORDONEZ, 2005). Em comparaGao com outros aglicares, como sacarose, glicose e
frutose, a solubilidade da lactose é baixa. Outras caracteristicas como a baixa
digestibilidade e reduzido poder edulcorante limitam a aplicagdo comercial da
lactose (ORDONEZ, 2005).
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Na Tabela 1 é apresentado o poder edulcorante de alguns acuUcares,

entre eles a lactose, e sua solubilidade com o0 aumento da temperatura.

Tabela 1 - Poder adocante relativo e solubilidade de alguns dissacarideos e
monossacarideos (ZADOW, 1984 apud Santiago, 2002).

Poder edulcorante Solubilidade (%)
10°C 30°C 50°C
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70
D-frutose 173 - 82 87

Com o objetivo de ampliar a utilizacdo de produtos lacteos, uma das
alternativas € hidrolisar enzimaticamente a lactose em seus monossacarideos
constituintes, glicose e galactose. Esta conversdo por meio da enzima f-
galactosidase ¢é interessante tanto do ponto de vista tecnolégico com a finalidade de
produzir um aclUcar mais doce, mais facilmente fermentavel e mais sollavel,
diminuindo os efeitos causados pela cristalizacdo da lactose e aumentando o
periodo de estocagem, como do ponto de vista nutricional, possibilitando a obtencéo
de leite com baixo teor de lactose, tornando-o mais digerivel para pessoas com
problemas relacionados a intolerancia a lactose (LONGO, 2006).

A intolerancia a lactose € definida como sindrome clinica de desconforto
intestinal, que ocasiona ao paciente diarréia e flatuléncia, apés a sua ingestao.
Testes efetuados para esta sindrome consiste em fornecer 0,2 g de lactose por kg
de massa corporal ao paciente, ministrada em solucdo aquosa de 20% m/v e
durante as horas seguintes, amostras de sangue indicam os niveis de glicose. Nas
pessoas tolerantes a lactose, a concentracdo de glicose no sangue aumenta, e se
for intolerante essa concentracdo aumenta pouco ou ndo aumenta (TEIXEIRA,
2000).

2.2.2 Usos da lactose

s

A lactose purificada obtida do soro de queijo € utilizada em diversas

industrias como a farmacéutica a fim de fornecer compressibilidade, lubrificagédo e
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firmeza na confecgdo de comprimidos, no revestimento de pilulas e em cosméticos;
na inddstria quimica, para a producdo de acido latico e citrico, corantes e espumas
de poliuretano; na industria de alimentos, a lactose por ser menos doce que 0s
outros agucares comerciais, confere aos alimentos maior viscosidade e textura sem
obter um produto tdo doce; em produtos de confeitaria e biscoitos é usada em
recheios, como carregador de flavorizantes e corantes; em produtos de panificagao
a adicdo de lactose a massa aumenta a cor dourada da crosta do péo
(freqientemente uma caracteristica desejavel) (PORTO, 2001).

Outra utilizacdo da lactose obtida do soro € como fonte de carbono para
alguns micro-organismos, tais como: Escherichia coli, Saccharomyces thermophilus,
Lactobacillus bulgaricus, Kluyveromyces fragilis, K. lactis, K. marxianus e outros,
para a producdo de produtos metabdlicos como, acidos, alcool, enzimas e
oligossacarideos (SANTIAGO, 2002).

2.2.3 Hidrélise da lactose

A lactose pode ser hidrolisada tanto pelo método acido, como pelo
método enzimatico, utilizando a enzima [-galactosidase (CAMPBELL, 2000;
TREVISAN 2008).

A principal vantagem da hidrolise acida € o baixo custo por envolver
solucdes diluidas de acidos fortes como, acido sulfarico e cloridrico, contudo opera
em condi¢des severas de pH e temperatura (pH 1,0 a 2,0 e temperatura de 100 a
150°C). Devido essa caracteristica, a hidrélise acida tem sua aplicacdo comercial na
industria alimenticia restrita, pois 0 uso de catalisadores &cidos acarreta alteracfes
no sabor e cor dos alimentos, devido as reacfes paralelas de escurecimento,
sintese de sub-produtos indesejaveis e desnaturacio de proteinas (ORDONEZ,
2005).

O método enzimatico de hidrélise de lactose emprega a enzima -
galactosidase, a qual hidrolisa o referido dissacarideo nos seus monossacarideos
constituintes, B-D-galactose e o-D-glicose (ORDONEZ, 2005). Realizada sob
condicbes operacionais consideravelmente mais brandas (pH de 3,5 - 8,0;

temperatura de 5 a 60°C), reduz ndo soO a possibilidade de alteracdo de compostos
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sensiveis ao calor, bem como as necessidades energéticas, os efeitos de corrosao
do processo sobre equipamentos e a formacdo de subprodutos indesejaveis
(ORDONEZ, 2005). A Figura 2 mostra o mecanismo de hidrolise da lactose pela

enzima (B-galactosidase.

Figura 2 - Mecanismo de hidrélise da lactose por 3-galactosidase

Glucose

p-galactosidase

Fonte: Neri (2008) adaptado de Shukla (1975)

A hidrélise de lactose pode ocorrer em leite fluido, o que € alcancado por
adicdo direta (processamento em batelada) da enzima de levedura que pode
alcancar aproximadamente 70% de hidrélise e subseqientemente a enzima é
destruida pela pasteurizacdo. O soro de leite ou os solidos do permeado do soro
podem ser processados por reatores de enzima imobilizada, usando-se a B-D-
galactosidase de Aspergillus e alcancando-se aproximadamente 90% de hidrélise de
lactose (PARKIN, 2010).

A aplicacdo industrial das enzimas deve-se ao fato destas apresentarem
alta especificidade entre enzima e substrato e possibilitar o controle de atividade da
enzima mediante ajuste das condi¢des da reacdo (temperatura e pH) interrompendo
a reacao quando necessario (SEGEL, 1993).

Torna-se evidente a grande importancia nutricional e comercial da
hidrélise da lactose no leite e de seus derivados, sendo a hidrélise enzimatica, um
dos métodos mais interessantes para esta finalidade (TEIXEIRA, 2000).

O tratamento da lactose presente no leite, seus derivados e no soro, pela
acdo da B-galactosidase, € hoje motivo de estudo para muitos pesquisadores. Esse
tratamento torna o leite adequado para a alimentacédo de individuos intolerantes a

lactose. Além disso, as [-galactosidases sao também galacto-transferases,
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enriqguecendo os produtos lacteos com galactooligossacarideos, constituindo assim,
importantes pesquisas na Ultima década (ALMEIDA; PASTORE, 2001).

2.3 Enzimas

As enzimas sao proteinas especializadas na catélise de reacdes
biolégicas. Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis devido a sua
extraordinaria especificidade e poder catalitico, que sdo muito superiores aos dos
catalisadores quimicos (LEHNINGER, 1997). Catalisadores sdo compostos capazes
de aumentar a velocidade da reacdo sem alterar a propor¢cdo entre reagentes e
produtos encontrada no final da reagdo e sem serem efetivamente consumidos
durante o processo (BORZANI et al., 2005a).

Ao contrario dos catalisadores sintéticos comuns, as enzimas podem
apresentar uma elevada especificidade em relagdo ao substrato e sua utilizagao
reduz a obtencdo de subprodutos indesejaveis na reacdo, diminuindo dessa forma,
0s custos de separacao dos produtos, bem como os problemas de tratamento de
efluentes. Tanto o0s catalisadores quimicos, como o0s biolégicos, perdem
gradualmente sua atividade ao participar das reagdes que catalisam. As enzimas, de
um modo geral, sdo mais frageis, porém a temperatura ambiente, sdo mais ativas
gue os catalisadores sintéticos (SEGEL, 1993).

Para ser comercialmente utilizavel, do ponto de vista industrial, a enzima
deve proporcionar a obtencao de produtos com melhor qualidade e possibilitar uma
melhoria no processo, de tal forma a reduzir custos e equipamentos envolvidos
(BORZANI et al., 2005b).

As enzimas sdo empregadas na forma solavel, normalmente em
processos batelada ou na forma imobilizada, mais indicada em operagdes continuas.
A vantagem de imobilizacdo da enzima € aumentar sua estabilidade ja que a maioria
é relativamente instavel, seu custo é alto e a recuperacado na forma ativa da enzima
soltvel no processo final é dificil (VASILJEVIC; JELEN, 2001; ZHOU; CHEN, 2001).

O mercado industrial de enzimas no Brasil é expressivo e dindmico, mas
muito aquém do mercado mundial de enzimas, que movimenta US$ 1,8 bilhdes,
centralizados na Europa e Estados Unidos. No Brasil, a comercializagéo totaliza US$

45 milhdes, dos quais US$ 35 milhdes em importacbes. O Brasil € um pais
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dependente em biocatalizadores, apesar de ter cerca de 500 pesquisadores na area
(MANERA, 2006).

As enzimas utilizadas nos setores industriais sdo quase em sua totalidade
produzidas por micro-organismos. A tecnologia enzimatica apareceu como area de
investigacdo durante a década de 60, com a imobilizacdo de enzimas para utilizacéo
em processos quimicos (KRAJEWSKA, 2004).

A biotecnologia da producdo de enzimas parte de duas fontes: a natural,
formada por tecidos animais e vegetais, de onde as enzimas podem ser extraidas e
usadas in natura, ou extraidas e purificadas; e a cultivada, constituida de enzimas
extraidas de meios de cultivo microbiolégico, desenvolvidos por técnicas
fermentativas (REGULY, 2000).

As vantagens da utilizacdo de enzimas microbianas sdo a sua
versatilidade, grande aplicacdo e sofisticacdo dos processos que as empregam,
possibilidade de utilizacdo de matérias-primas de baixo custo, rendimento de
producdo que podem ser aumentados pelo aprimoramento das linhagens
microbianas e a otimizacao das condicdes de fermentacdo (REGULY, 2000).

A maioria das enzimas tem aplicacfes vinculadas ao mercado mundial e
podem ser divididas em aplicacdes industriais; enzimas para uso médico; e para uso
analitico e cientifico. As principais aplica¢des industriais encontram-se dentro da
area de biotecnologia, envolvendo microbiologia, bioquimica, genética e engenharia
quimica (BORZANI et al., 2005b).

2.4 B-galactosidase

A enzima p-galactosidase (E.C.3.2.1.23) é classificada como uma
hidrolase, com capacidade transferase para grupos galactosil, catalisando o residuo
terminal B-galactopiranosil da lactose (GalB1-4Glc) para formar glicose e galactose,
além de enriquecer o produto hidrolisado com galactooligossacarideos (ZHOU;
CHEN, 2001). Popularmente conhecida como lactase ou formalmente como [B-D-
galactosideo-galactohidrolase, € uma das enzimas mais estudadas e relatadas na
literatura (SANTIAGO, 2002).
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E encontrada em mamiferos (trato intestinal) e micro-organismos, e
pertence a familia 2 das glicosil-hidrolases. Tipicamente existem como tetrameros de
cadeias polipetidicas com aproximadamente 90 a 120 kDa, sendo a enzima (lacZ)
de Escherichia coli representativa das lactases. Cada unidade dimérica contribui
com o sitio de unido Mg?* e dois residuos cataliticos (um de cada polipetideo); logo,
existem dois sitios ativos para cada tetrdmero, e o local de ligagcdo é um sulco
profundo na interface das cadeias de poliptideo (PARKIN, 2010).

As B-galactosidases sdo também encontradas na natureza, distribuidas
entre vegetais, particularmente em améndoas, péssegos, damascos, macas; em
orgaos de animais como intestino, cérebro, placenta. Podem ser produzidas por
grande quantidade de micro-organismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e
leveduras (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

Com poucas excecdes, as [-galactosidases sao sintetizadas
intracelularmente por micro-organismos que utilizam a lactose para produzir energia
(BECERRA et al., 2001).

De acordo com Rech e Ayub (2007), a producdo comercial de lactase
parece se restringir aos fungos filamentosos Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, e
as leveduras K. lactis, K. marxianus e Candida pseudotropicalis.

Atuam também como catalisador biolégico da reacdo que hidrolisa
ligagbes B-galactosil em glicoproteinas, polissacarideos, dissacarideos, e compostos
tais como orto e para-nitrofenil-B-D-galactosideos, sendo esses dois Ultimos usados
para determinar a atividade de p-galactosidase (BLANCH; CLARK, 1997).

As propriedades da lactase variam conforme sua fonte. A massa
molecular da enzima pode variar de 850.000 Daltons para a enzima de E. coli e até
201.000 e 90.000 Daltons para K. marxianus e A. oryzae, respectivamente. A
temperatura e o pH oOtimos de operacdo também diferem de acordo com a
preparacdo comercial particular (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

As enzimas de fontes microbianas oferecem um amplo intervalo de pH
otimo (5,5 a 6,5 para bactérias, 6,2 a 7,5 para leveduras, e 2,5 a 5,0 para fungos)
para aplicacbes comerciais. As temperaturas otimas sdo de 35 a 40°C para as
enzimas de bactérias e leveduras e até 55 a 60°C para fungos. A enzima fungica é a

tnica forma nao ativada por Mg?* ou Mn?*. Tal diversidade operacional permite o uso
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de B-D-galactosidases microbianas em alimentos &cidos (soro acido, alimentos
lacteos fermentados), assim como em leite e soro doce. A enzima estd sujeita a
inibicao por produto (galactose), Ca®* e Na* (PARKIN, 2010).

Nas Uultimas décadas, observou-se um aumento no interesse pelo
desenvolvimento de métodos para hidrolise da lactose em grande escala usando a
enzima B-galactosidase (RUBIO-TEXEIRA, 2006). A hidrolise enzimética da lactose
€ um dos mais importantes processos biotecnolégicos na industria de alimentos
tendo em vista seus efeitos benéficos na assimilacao de alimentos contendo lactose,
bem como as possiveis vantagens tecnoldgicas e ambientais de aplicacao industrial.
Aumento da docura, ndo necessitando adicionar outro carboidrato; auséncia de
cristalizacdo nos produtos congelados. Nos sorvetes pode ser substituido 20% da
sacarose por xaropes de lactose hidrolisada. A B-galactosidase também pode ser
utilizada para eliminar a lactose de concentrados lacteos, em que este dissacarideo
pode causar a agregacdo da caseina durante o processo de congelamento. O
processo de maturacdo de queijos é acelerado por meio da B-galactosidase, e ao
adicionar xarope de soro hidrolisado em iogurtes, a etapa de pré-evaporacao
necessaria para concentrar o leite € dispensada. Maior biodegradabilidade do soro
quando a lactose € hidrolisada, devido a alta quantidade de substancias organicas,
representadas principalmente pela lactose (MAHONEY; NICKERSON; WHITAKER,
1974; ROBINSON, 1991; YANG; SILVA, 1995; SANTOS; LADERO, GARCIA-
OCHOA, 1998; MAHONEY, 1998).

2.5 Cultivo submerso

As técnicas de cultivo submerso, industrialmente predominantes, tém se
beneficiado dos avancos na instrumentacdo e controle de processos e Sao
adequadas para cultivo de micro-organismos recombinantes, que vém sendo
crescentemente empregados para a produgéo de enzimas (Jr. SANT’ANNA, 2001).

Os cultivos requerem em primeiro lugar um substrato ou nutriente, este é
geralmente um agucar, como sacarose, glicose ou lactose, mas também pode ser
um produto residual, como efluentes. O uso de produtos de descarte proporciona um

nutriente potencialmente mais econdémico que 0 uso de substratos puros. Em
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segundo lugar, necessita-se de uma fonte de nitrogénio e finalmente nutrientes em
menor quantidade e vitaminas (WAINWRIGHT, 1995).

Em cultura submersa, um grande numero de fatores contribuem ao
desenvolvimento de qualquer forma morfolégica. Fatores que afetam a morfologia
inclui o tipo e concentracdo da fonte de carbono, niveis de nitrogénio e fosfato,
tracos de minerais, oxigénio dissolvido e gas carbdnico, pH e temperatura. Fatores
fisicos que afetam a morfologia incluem a geometria do fermentador, sistemas de
agitacdo, e os métodos de cultivo, se em batelada, batelada alimentada ou continuo
(PAPAGIANNI, 2004).

2.6 Micro-organismos produtores de B-galactosidase

Segundo Reguly (2000), a selecdo ou escolha do micro-organismo
apropriado € o primeiro e mais importante passo para a producdo de enzimas. A
escolha do micro-organismo deve levar em consideragdo, entre outros fatores:
facilidade de cultivo, em substratos simples e econbmicos; estabilidade em suas
caracteristicas genéticas de produtor de determinada enzima; exigéncias nutritivas;
facilidade de recuperacdo da enzima a partir do meio, pelos métodos de extracéo,
concentracdo e purificacdo; isencdo de formacdo de produtos téxicos; aprovacao
pelas autoridades sanitarias (quando se trata de enzima para industria de alimentos)
e altas taxas de crescimento.

A taxa de crescimento é freqlientemente a principal caracteristica a ser
considerada quando uma cepa € selecionada para uso comercial ou em pesquisa
(BITZILEKIS; BARNETT, 1997).

Uma grande variedade de micro-organismos tem a habilidade de produzir
B-galactosidase, sendo funcdo de alguns pardmetros reacionais e apresentando

diferentes especificidades, peso molecular, sensibilidade a temperatura e pH.
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A Tabela 2 apresenta alguns micro-organismos produtores de f-

galactosidase relatados na literatura.

Tabela 2 - Micro-organismos produtores de B-galactosidase

Micro-organismo

Referéncia

Aspergillus niger

DOMINGUES et al. (2005);

Candida pseudotropicalis

INCHAURRONDO et al. (1994)

Erwinia aroideae

FLORES; ALEGRE (1996)

Guehomyces pullulans

NAKAGAWA et al. (2006)

Kluyveromyces fragilis

GENEVA et al. (2001); LADERO et al. (2002)

Kluyveromyces lactis

DICKSON; MARKIN (1980); CAVAILLE; COMBES
(1995); NUMANOGLU; SUNGUR (2004);
BECERRA et al. (2001); KIM et al. (2004);
ALEJANDRA; RAMIREZ; NILO RIVAS (2003)

Kluyveromyces marxianus

Lactobacillus bulgaricus

BRAGA et al. (2011); MANERA et al. (2008);
RECH et al. (1999); MARTINS et al. (2002);
PINHEIRO; BELO; MOTA (2003); RAJOKA et al.
(2003)

VASILJEVIC; JELEN (2001)

Penicillium chrysogenum

NAGY et al. (2001)

Penicillium simplicissimum

CRUZ et al. (1999)

Penicillium canescens

BUDRIENE et al. (2005)

Streptococcus
thermophilus

RAO; DUTTA (1977)

Thermus s.p. strains T2

LADERO et al. (2002)

Fonte: Manera (2006)

Ainda que a p-galactosidase possa ser obtida por diversos micro-
organismos (INCHAURRONDO; YANTORNO; VOGET, 1994; CRUZ et al., 1999;
DOMINGUES; LIMA; TEIXEIRA, 2005), as leveduras do género Kluyveromyces

apresentam potencial aplicacdo industrial, como capacidade de crescimento em

elevadas temperaturas resultando numa maior conversdo ou menor tempo para
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determinada taxa de conversdo; altos niveis de crescimento; alta produtividade
enzimatica quando comparada com leveduras como Saccharomyces cerevisiae e
Candida, quando a lactose é usada como substrato; e pela categoria de micro-
organismo de consumo humano seguro (BELEM; LEE, 1998; INCHAURRONDO;
YANTORNO; VOGET et al., 1994; RECH, 1998; RUBIO-TEXEIRA, 2006).

O aumento da demanda industrial de p-galactosidase necessita de
métodos de producdo que assegurem a viabilidade econdmica da hidrélise de
lactose em escala comercial (NOR et al.,, 2001). A selecdo de um substrato
econdbmico e facilmente disponivel, juntamente com um micro-organismo de
producdo satisfatéria, a otimizacdo das condicBes de cultura, e um eficiente
processo de downstream sdo essenciais para reduzir os custos de obtencdo de
enzimas (MUNISWARAN; SELVAKUMAR; CHARYULU, 1994).

2.6.1 Leveduras do género Kluyveromyces

As leveduras do género Kluyveromyces sdo de potencial uso industrial
por fermentarem inulina e lactose, para produzir varias proteinas extracelulares e
como fontes de enzimas como, a B-galactosidase. A fisiologia, a genética e a
biologia molecular destas leveduras estdo sendo cada vez mais estudadas (RUBIO-
TEXEIRA, 2006).

A utilizacdo de Kluyveromyces para producéo de lactase oferece algumas
vantagens, como: bom rendimento de crescimento que tem um impacto econémico
importante na indastria de alimentos; aceitabilidade como um micro-organismo
seguro, aspecto técnico importante ao considerar que os produtos fermentados tém
aplicagbes farmacéuticas e alimenticias; podem crescer a uma ampla faixa de
temperatura; atividade de [-galactosidase mais alta em algumas cepas de K.
marxianus comparada com a produzida por algumas leveduras do género Candida;
alta velocidade de crescimento, permitindo-lhe sobrepujar micro-organismos
contaminantes; predominio de um metabolismo oxidativo fornecendo para esta
levedura uma vantagem quando comparada a outros micro-organismos desde que
permita a geracdo de altos rendimentos em biomassa podendo ser usada como

fonte de nutrientes para dietas humanas e animais (BELEM; LEE, 1998;
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INCHAURRONDO; YANTORNO,; VOGET, 1994; RECH, 1998, RUBIO-TEXEIRA,
2006).

Em 1990, Castillo apud Becerra et al. (2001) identificou a levedura
Kluyveromyces lactis como a principal fonte de lactase para a hidrélise enzimatica
da lactose presente no soro de queijo.

As B-galactosidases provenientes de leveduras, K. fragilis, K. lactis e K.
marxianus, sao intracelulares, induzidas por lactose e galactose e produzidas na sua
maioria por cultivo submerso. Com o pH 6timo na regido neutra, elas sdo bem
adaptadas para hidrolise da lactose do leite. Entretanto, ambas as enzimas séo
fortemente inibidas pela alta concentracdo de célcio no leite e pequenas
concentracbes de sddio. Sdo também inibidas pela galactose (competitivamente) e
glicose (ndo-competitiva) (REED; NAGODAWITHANA, 1993; NUNES et al., 1993;
LADERO et al., 2000).

As enzimas de leveduras podem ser obtidas em grandes quantidades
através do cultivo utilizando soro de queijo, sdo relativamente de baixo custo e
apresentam temperatura Otima de atividade na faixa de 30 a 40°C, sendo uma
desvantagem, pois facilita a contaminacdo microbiana, sendo aconselhavel um
periodo curto de hidrélise, de 2 a 3 horas (MAHONEY, 1997).

Segundo Ward (1991), micro-organismos das espécies Kluyveromyces
fragilis e Kluyveromyces lactis, podem fermentar a lactose, porque tém um sistema
lactose-permease para transportar a lactose dentro da célula, onde se hidrolisa a
glicose e galactose, que entram na glicOlise, isso difere essas espécies da S.

cerevisiae.

2.7 Producao de B-galactosidase

A literatura apresenta diversos trabalhos sobre produgdo de f-
galactosidase por varios micro-organismos.

Em 1996, Schneider e colaboradores estudaram a producdo de p-
galactosidase por K. marxianus CDB 002, utilizando o melagco de cana-de-agucar

como fonte de carbono. A atividade enzimatica foi desprezivel em meio de cultivo
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contendo apenas melago, porém altos valores para atividade enzimatica foram
encontrados quando o melago foi enriquecido com extrato de levedura e peptona.

Rech e colaboradores, em 1999, determinaram as condi¢fes ideais de
crescimento para as leveduras K. marxianus CBS 712 e K. marxianus CBS 6556,
empregando soro de queijo como substrato, objetivando a producédo de lactase. O
pH e a temperatura ideais de crescimento foram 5,5 e 35-37°C, para ambos micro-
organismos. O meio de cultura ideal foi soro de queijo in natura (7% m/v) para a
cepa CBS 6556 e soro de queijo suplementado com extrato de levedura (1% m/v)
para a cepa CBS 712. Por utilizar um meio de cultura mais simples e barato, a
levedura K. marxianus CBS 6556 foi submetida para testes de otimizacdo do
processo em soro de queijo concentrado (21% m/v), resultando numa maior
producéo de p-galactosidase (800 U.mg™ de célula ou 10 U/mL).

Em 2002, Martins e colaboradores empregaram a mesma cepa de K.
marxianus CBS 6556 para avaliar o efeito de diferentes concentragdes de lactose e
galactose na producdo de p-galactosidase. Os resultados obtidos demonstram uma
diminuicAo na atividade especifica da enzima durante o cultivo em altas
concentracdes de lactose ou galactose, provavelmente ocorreu uma inibicdo pelo
substrato.

Vasiljevic e Jelen (2001) estudaram as condi¢cdes Otimas para obter a
méaxima producao de B-galactosidase usando um meio de cultivo industrial. O micro-
organismo Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC 11842 foi cultivado em
leite desnatado, soro e soro permeado, suplementados com proteinas do soro,
extrato de levedura ou caldo de Man-Rogosa-Sharpe (MRS), o pH foi ajustado para
5,6 e a fermentacdo ocorreu a 43°C. Foi observado que o emprego de leite
desnatado proporcionou uma maior producao de B-galactosidase (5,5 U/mL) quando
comparado aos demais meios de cultivo.

A produgédo da enzima [-galactosidase de Kluyveromyces lactis
empregando soro lacteo desproteinizado foi otimizada através do emprego da
metodologia de superficie de resposta (ALEJANDRA; RAMIREZ; NILO RIVAS, 2003)
realizando um planejamento experimental, com quatro fatores: temperatura, pH,
velocidade de agitacdo e tempo de fermentacédo, tendo como resposta a atividade

enzimatica. As melhores condi¢bes operacionais foram: temperatura de 30,3°C, pH
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4,68, velocidade de agitacdo de 191 rpm e tempo de fermentacdo de 18,5h, tendo
uma producéo da enzima de 8,3 U/mL.

Rajoka e colaboradores (2003) produziram B-galactosidase na presenca
de lactose, galactose, celobiose, xilose, arabinose, sacarose e glicose em frascos
agitados utilizando a levedura K. marxianus. O tipo de substrato e a temperatura
foram as variaveis que diretamente influenciaram no crescimento especifico e na
taxa de producdo da enzima. Lactose (2% m/v) apresentou maior rendimento na
produtividade especifica, seguida por galactose, sacarose, celobiose, xilose,
arabinose e glicose. As temperaturas testadas foram entre 22 e 45°C, os valores

maximos para a produtividade foram encontrados na temperatura de 35°C.

2.8 Recuperacédo de enzimas intracelulares

Uma grande proporcéo de produtos microbianos potencialmente Uteis sé&o
retidos dentro das células de seus produtores. A extracdo do material intracelular
requer que a célula seja modificada geneticamente (de forma que o conteludo
intracelular possa ser excretado no meio de cultivo) ou as células devem ser
desintegradas liberando o contetdo citoplasméatico (CHISTI; MOO-YOUNG (1996),
apud GECIOVA; DEAN; JELEN, 2002). Dentre esses compostos intracelulares,
encontra-se a B-galactosidase.

Os métodos para obtencdo do produto intracelular devem ser capazes de
romper a parede celular, e ao mesmo tempo n&o causar inativagdo das substancias
biologicas (OZBEK; ULGEN, 2000). Varias técnicas podem ser empregadas para
obtencdo de produtos microbianos intracelulares sem inativa-los, tais como:
moagem com esferas de vidro, homogeneizacdo em alta pressao, sonificacao,
congelamento, tratamentos quimicos e enzimaticos (BORZANI et al., 2005b).

Puri et al. (2010) testaram trés meétodos quimicos (permeabilizacao pela
mistura de cloroférmio e etanol (4:1), lise com SDS e clorof6rmio, lise com nitrogénio
liquido) e trés métodos fisicos (homogeneizacao, sonicacdo e moagem com areia de
rio) no rompimento de células de K. marxianus YW-1 para extracdo da f-

galactosidase. Dos métodos quimicos avaliados, a permeabilizacdo com cloroférmio



34

e etanol (4:1) apresentou uma maior atividade enzimética, enquanto que o método
de moagem com areia de rio foi 0 melhor método fisico.

Em 2004, Santiago e colaboradores, estudaram a producdo de f-
galactosidase por Kluyveromyces marxianus, utilizando o soro de queijo como fonte
de carbono, e extraiu a enzima B-galactosidase pelo método de permeabilizacdo
com o solvente cloroformio (PA) a 37°C com agitacdo constante por 17 horas.

O método mais comum de autolise celular para B-galactosidase de
leveduras € o tratamento de uma suspensdo de células com agentes quimicos
capazes de desorganizar a membrana plasmatica, como solventes orgéanicos,
surfactantes, polications, proteinas béasicas, ou solu¢gdes com alto poder i6nico. O
uso de solventes organicos como etanol, cloroférmio e tolueno, leva em
consideracdo a eficacia e o custo do processo. Entretanto, até agora, poucas
pesquisas foram feitas referentes aos fatores afetados por estes solventes na
levedura (FLORES; ALEGRE, 1994).

No estudo de Inchaurrondo, Yantorno e Voget (1994) as células de varias
estirpes de Kluyveromyces foram permeabilizadas por 20 minutos a 37°C na
presenca de 10% de etanol e 2% de tolueno (v/v) com agitagcdo constante, para
extracdo da B-galactosidase.

Flores e Alegre (1994) estudaram a permeabilizacdo de células de
Kluyveromyces lactis CBS 683 em relacdo a atividade de p-galactosidase usando
cloroférmio, tolueno e etanol. O desempenho destes solventes dependeu do tempo
de incubacdo, da temperatura e das concentracdes de células e solventes. A
méaxima atividade enzimética encontrada foi com cloroférmio ou uma mistura de
cloroférmio com 10% de etanol, utilizando uma concentracdo celular de 10°
células/g. Nesse estudo o processo foi mais rapido na temperatura de 37°C.

Nunes, Massauger e Monte Alegre (1993), estudaram a extracdo da -
galactosidase das células de levedura por autdlise das mesmas, utilizando
cloroférmio e tolueno. A extracdo por cloroférmio foi mais rdpida comparado com o
tolueno, quando se utiliza tempo inferior a 20 horas de autdlise. Com cloroférmio
foram necesséarias cerca de 12 a 14 horas para obter atividade de 2,14 umol
ONPG/mL de autolisado.min, que corresponde a 82,6% da atividade obtida em 32

horas de autdlise (2,59 umol ONPG/mL de autolisado.min). Enquanto que quando
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utilizou-se o tolueno, em 13 horas de autolise, obteve-se atividade de 1,69 pumol
ONPG/mL de autolisado.min, 66,5% da atividade obtida em 32 horas (2,54 pmol
ONPG/mL de autolisado.min).

A escolha e adequacdo do método de ruptura dependem do micro-
organismo (estrutura da sua parede celular; se Gram-positivos ou Gram-negativos,
sendo os ultimos geralmente menos resistentes) ou do meio (pH, concentracdo de
sélidos, concentracgéo i6nica) (REGULY, 2000).

2.9 Imobilizag&o de enzimas

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador
com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em
comparacao a sua forma soltvel. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a atividade
e estabilidade da enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a manutencao
destes parametros apés o processo de imobilizacdo (SOARES et al., 2002).

De acordo com Chibata (1970) citado por Neri (2008), a enzima
imobilizada € definida como “a enzima fisicamente confinada ou localizada em uma
determinada regido do espaco definido com retencdo de sua atividade catalitica, que
pode ser usada repetidamente e continuamente, tornando as moléculas de enzimas
insollveis no meio aquoso”.

A B-galactosidase é uma das enzimas mais estudadas na medida em que
a imobilizagcdo estd em questdo. Embora muitos estudos tenham descrito a
imobilizagdo eficaz de B-galactosidase isolada de E. coli recombinante, a sua
aplicacdo na industria de alimentos € limitada, pois este micro-organismo nao é
geralmente reconhecido como seguro (GRAS — “Generally Recognized As Safe”)
(LADERO et al, 2000; DI SERIO et al., 2003). Atualmente o status de “GRAS” é
valido para A. niger, A. oryzae, K. lactis e K. fragilis, que sdo os principais produtores
de B-galactosidase utilizados na industria de alimentos.

O uso de enzimas imobilizadas minimiza os inconvenientes encontrados
nos processos onde se utiliza a enzima soluvel, por exemplo, instabilidade e
sensibilidade para outras condi¢cbes de processo que as ideais. Finalmente, uma

enzima imobilizada pode ser fixada em posicdo prOxima a outras enzimas,
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participando de uma sequéncia catalitica, aumentando, assim, a conversdao em
processos multietapas. Essas caracteristicas de imobilizagdo sao atrativas se uma
grande quantidade de substrato é requerida e se as enzimas envolvidas sdo muito
onerosas (RIBEIRO, 1989; TREVISAN et al.,, 1996; REED; NAGODAWITHANA,
1993).

De acordo com Whitaker (1994), o pH e a temperatura influenciam na
velocidade da reacdo catalisada pela enzima. Os sitios ativos na enzima sao
freqientemente compostos de grupos ionizaveis, que devem estar na forma iénica
adequada a fim de manter a conformacdo do sitio ativo. Quando a temperatura
aumenta, o aumento esperado na atividade das enzimas resultantes do aumento
das colisbes enzima substrato € compensado pelo aumento da taxa de
desnaturacao.

Para uso industrial, a utilizacdo de enzimas como matéria-prima nao
reciclavel tem inviabilizado seu uso, pois enzimas tém custo alto. Consequéncia
dessas dificuldades, somente algumas se convertem em catalisadores de um
processo industrial. Por esta razdo, a imobilizacdo da enzima é utilizada objetivando-
se a insolubilidade da enzima em agua, sua reutilizacdo e a possibilidade de sua
utilizacdo em reatores continuos por conta da sua facil separacdo de catalisador-
produto.

Para que o emprego de enzimas imobilizadas torne-se um processo
economicamente viavel, deve-se considerar o tipo de suporte empregado assim
como o método de imobilizacdo. Entre os métodos de imobilizacdo de enzimas,
disponiveis na literatura, destacam-se adsor¢do em materiais insolluveis, co-
polimerizacdo empregando um mondmero reativo, encapsulacdo em gel ou ligacéo
covalentemente em suporte insollvel, via rea¢do entre grupos funcionais da proteina
e grupos reativos na superficie do suporte (STARK; HOLMBERG, 1989).

2.9.1 Tipos de suporte para imobilizacao

Diferentes suportes tém sido empregados como matrizes para
imobilizacdo de varias enzimas, entre eles destacam-se 0s suportes organicos como
dextrana, quitina e quitosana, os inorganicos fosfato de zircénio, 6xido de nidbio e

materiais silicios, matrizes poliméricas Amberlite, poli (adcido carboxilico)
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poliacrilonitrila e resinas constituidas de estireno e divinilbenzeno (PORTO et al,
2002). Vale ressaltar que, dependendo das condicbes de imobilizacdo e dos
suportes empregados, a enzima apresentara diferentes propriedades finais, podendo
mudar sua estabilidade frente a pH e temperatura (MATEO et al, 2007).

O elevado custo de suportes a base de silica e polimeros sintéticos
incentiva pesquisas na busca de substéncias de baixo custo, como por exemplo,
carbonato de calcio, quitina e quitosana (PEREIRA et al, 2003).

2.9.1.1 Quitosana

A quitosana (poli-N-acetilglicosamina) é um oligosacarideo derivado da
quitina, polimero mais abundante na natureza depois da celulose, o qual pode ser
facilmente obtido de fontes naturais como o rejeito de industrias pesqueiras,
principalmente nas carapacas dos crustaceos, notadamente camardo, lagosta e
caranguejo, constituindo cerca de 30% do exoesqueleto destes ultimos (KUMAR,;
BRISTOW; SMITH, 2000). E constituido por uma estrutura molecular quimicamente
similar a celulose, diferenciando-se somente nos grupos funcionais (KRAJEWSKA,

2004), como mostrado na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura dos biopolimeros quitina, quitosana e celulose

CH,OH CH,OH CH,0H
O (0] 0}
[¢] [¢] (0]
OH OH OH
L OH _In L NHCOCH, _|n | NH, _In
Celulose Quitina Quitosana

Fonte: Berger et al. (2004).

Grupos hidroxil (OH) estdo dispostos na estrutura geral do carboidrato
para a celulose e grupos amino (NH?) para a quitosana. E solGvel em meio &cido
diluido, formando um polimero catibénico, com a protonacéo (adicdo de prétons) do
grupo amino (NH*"), que confere propriedades especiais diferenciadas em relacéo

7

as fibras vegetais. A quitosana é obtida por uma drastica desacetilacdo com
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tratamento alcalino de quitina, que é o principal componente no exolesqueleto de
crustaceos e insetos, e também nas paredes celulares de alguns fungos. A quitina é
separada de outros componentes do exoesqueleto por um processo quimico que
envolve as etapas de desmineralizacdo e desproteinizacdo das carapacas com
solucdes diluidas de HCI e NaOH, seguida de descoloracdo com KMnO,4 e acido
oxalico, por exemplo. A quitina obtida, o biopolimero contendo grupos acetil
(NHCOCHg3), € desacetilada com solugcdo concentrada de NaOH, produzindo a
quitosana (BERGER et al., 2004).

A presenca de grupos amino e hidroxila, na superficie deste polimero
natural, permitem o uso de agentes ativantes para obtencdo de derivados
imobilizados através de ligacdo covalente (PEREIRA et al., 2003; CHIOU; WU,
2004).

A quitosana e a quitina, como suportes para imobilizacdo, sdo utilizadas
nas formas em po, floculada e gel de diferentes configuracbes geométricas, o que
permite a aplicacédo do suporte para diferentes procedimentos de imobilizacéo.

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

Os diferentes tratamentos e modificacdes nos hidrogéis de quitosana séo
empregados para melhorar a estabilidade e durabilidade do suporte. Os métodos
mais comuns na preparacao do gel sdo: evaporacdo do solvente, neutralizacéo,
reticulacéo e gelificacéo.

O interesse em quitosana como um suporte promissor na imobilizacao de
enzimas se deve a uma multiplicidade de aplicacdes, e vem crescendo nos ultimos
anos, pois este biopolimero renovavel é de grande potencial para o mercado de
biomateriais. O baixo custo e a abundancia o tornam interessante para o setor

industrial.
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2.9.1.2 ModificacBes quimicas na estrutura da quitosana

A ativacdo de suportes com glutaraldeido € uma das mais populares
técnicas para imobilizar enzimas. A metodologia é bastante simples e eficiente e, em
alguns casos, ela permite ainda melhorar a estabilidade enzimatica devido as
ligacGes multipontuais ou ligacdes entre as subunidades da enzima na imobilizac&o.
Além disso, o glutaraldeido também tem sido muito utilizado para reticulacdes
intermoleculares nas proteinas ou para modificar a adsor¢cdo de proteinas em
suportes aminados. Entretanto, o glutaraldeido deve ser manuseado com cuidado,
pois € um composto neurotoxico (BETANCOR et al, 2006).

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

Apesar de apresentar algumas desvantagens, a utilizacdo de hidrogéis
reticulados com glutaraldeido como suporte para imobilizacdo, e como consequéncia
para a insolubilidade de enzimas, vem sendo muito estudada, pois o custo reduzido
e a grande quantidade de grupos funcionais fazem da quitosana um suporte de

grande potencial a ser desvendado.

2.9.2 Métodos de imobilizacédo de enzimas

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador
com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o0 processo, em
comparacao a sua forma livre. Porém, ndao deverao ocorrer alteragdes estruturais na
enzima, como modifica¢cdes no sitio ativo (VIEIRA, 2009).

Inimeros métodos tém sido descritos na literatura para contornar 0s
possiveis problemas de instabilidade, como mostrado na Figura 4. A imobilizacao
pode ocorrer por adsorgdo ou ligacdo da enzima em um material insoltvel, pelo uso
de um reagente multifuncional através de ligagBes cruzadas, confinamento em
matrizes formadas por geéis poliméricos ou encapsulacao através de uma membrana
polimérica (HAIDEN; HUSAIN, 2009).
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Figura 4 - Métodos para Imobilizagdo de Enzimas

IIétodos para Imobilizagio de Enzitmas

Confinamento |
Ligagio

Cruzada

| Adsorgio Fisica |

| Ligagio Covalente

| Adsorgdo [dnica |

Fonte: Dalla-Vecchia; Nascimento; Soldi (2004).

Para Vitolo (2001) a escolha do método de imobilizacdo e do tipo de
suporte dependera, essencialmente, de dois fatores: a) das caracteristicas
peculiares da enzima; b) das condicbes de uso da enzima imobilizada. Dado a
variabilidade desses fatores, pode-se afirmar que nao existe um método geral de
imobilizacdo e nem um suporte universal. Em geral, as condi¢cdes de imobilizacéo
para uma dada enzima sO poderdo ser estabelecidas empiricamente. O
procedimento consiste em se imobilizar a enzima em varios suportes por meio de
diferentes métodos, avaliando-se, a seguir, a atividade do sistema imobilizado.

De acordo com Tanaka e Kawamoto (1999) apud Neri (2008), as [-
galactosidases de diferentes fontes foram imobilizadas por varios métodos para uma
variedade de matrizes (Tabela 3), incluindo aprisionamento, ligacdo cruzada,
adsorcao, ligacdo covalente ou combinacdo destes metodos. Uma vez que cada
método tem suas vantagens e desvantagens, a escolha do método de imobilizagédo
adequada depende da enzima (propriedades diferentes de varias (-galactosidase,
tais como peso molecular, comprimento da cadeia de proteinas, e a posicéo do sitio

ativo), matriz, as condicdes de reacéao, reator e outros fatores.
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Tabela 3 - p-galactosidases de origens diferentes imobilizadas por varios métodos

para uma variedade de matrizes

Métodos de Matrizes Fonte de
imobilizacéo enzima
mPOS-PVA K. lactis
Ligacao Suportes oxidos K. marxianus
covalente Quitosana A. oryzae
Alginato- K. fragilis
carragenan
Aprisionamento Lipossomas E. coli
Alcool polivinil A. orizae
Monolth ceramica A. niger
Adsorcéo fisica IMAC Tremus s.p
Policloreto de vinilo B. circulans
Gelatina com E. coli
glutaraldeido
Ligacéo cruzada Gel de Feijao Chichen
poliacrilamida
Gelatina-celulose K. lactis

Fonte: Neri (2008).

2.9.3 Efeitos causados pela imobilizacdo da enzima

Segundo Vitolo (2001) ao se agregar uma enzima a um material inerte,
por mais suave que seja o procedimento, é razoavel se esperar algum tipo de efeito
sobre a sua atividade catalitica, a qual esta intimamente relacionada com a estrutura
da macromolécula. Dentre os varios efeitos que a imobilizacdo pode causar
destacam-se:

a) Efeitos estéricos e conformacionais: Quando a enzima ligada ao
suporte, pode sofrer alguma mudanca na conformacédo, o que podera abalar sua
eficiéncia catalitica. Além disso, como 0 processo de interagdo enzima suporte é
guase aleatério, podera suceder que a regido do sitio ativo se torne menos acessivel

ao substrato (impedimento estérico), 0 que acarreta, também uma queda na



42

atividade. Esses efeitos sdo de dificil quantificacdo, e para minimiza-los o Unico
modo é o de padronizar o melhor possivel os procedimentos de imobilizacao.

b) Efeitos de microambiente: Quando a molécula enzimatica é ligada a um
suporte solido inerte, ela vai ficar sujeita a uma circunvizinhanca, algo diferente do
gque guando se acha livre. Esse fato podera se refletir sobre os valores dos
parametros cinéticos.

c) Efeitos difusionais: Quando a enzima é imobilizada sobre ou dentro de
um suporte solido, o substrato deve se difundir do seio da solucao até o sitio ativo da

enzima.
2.9.4 Imobilizacao de B-galactosidase em diferentes suportes

Neri et al. (2008) estudaram a imobilizagdo da enzima [(3-galactosidase de
Kluyveromyces lactis por ligacdo covalente em composito de polisiloxano-alcool
polivinilico magnetizado (MPOS-PVA) ativado em glutaraldeido. As condicdes
otimas de pH e temperatura obtidas para o derivado e a enzima soltuvel foram iguais,
pH 5,0 e temperatura 50°C. Os valores obtidos de K, ¢ K®*", para as enzimas soltvel
e imobilizada foram de 2.525 £ 0,184 mM e 2.296 + 0,208 mM, respectivamente.
Houve um aumento na energia de ativacdo da enzima solUvel para imobilizada, de
25,5 + 8,7 para 32,6 + 5,8 kJ.mol™, respectivamente. De acordo com os autores,
essa diferenca ndo foi estatisticamente diferente segundo o teste estatistico t-
Student (F = 1.200; p > 0.05). O derivado mPOS—-PVA apresentou elevada
estabilidade térmica e operacional em relacdo a enzima soluvel, pois manteve
metade de sua atividade inicial apds 20 ciclos a 25°C. Além de ser eficiente na
hidrélise da lactose do leite.

Nos estudos de Jochems et al. (2011), a enzima [-galactosidase foi
imobilizada por adsor¢do em uma matriz de membrana constituida de dioxido de
zircbnio. De acordo com os autores, a maxima concentragdo de enzima adsorvida foi
de 1,6 g/m? embora a méaxima atividade fosse alcancada apds a adsorcéo de 0,5
g/m? de enzima (3.500 MMOlo-nitropheno/MiN.mM?). Esses resultados indicaram que
elevados parametros de imobilizacdo sdo obtidos em condicbes extremas de pH
(8,0-9,0) e temperatura (40 e 60°C), entretanto, elevada atividade ndo foi obtida

nessas condi¢cdes operacionais. Apos a imobilizagédo, ndo foi observada variacdo na
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temperatura de maxima atividade, mantendo-se em 25°C para as enzimas soluvel e
imobilizada. No caso do pH, os autores obtiveram valores de pH 6timo de 6,5 para
enzima soluvel, e pH 7,0 para a enzima imobilizada. Em relacdo aos parametros
cinéticos Ky, e Vmax durante a hidrélise da lactose, foi observado aumento de 26,2 +
49 mM para 1954 % 78,2 mM para as enzimas solivel e imobilizada,
respectivamente. Os valores de Vpyax obtidos foram préximos, 18.909 + 1.983
mol.min"t.g™ para a enzima solivel e 17.928 + 4.741 mol.min"*.g™! para a enzima
imobilizada.

Dwevedi e Kayastha (2009) avaliaram a imobilizacdo de B-galactosidase
de Pisum sativum (PsBGAL) em duas matrizes distintas: Sephadex G-75 e
Quitosana. Segundo os autores, foram obtidos valores de eficiéncia de imobilizagéao
préximos para ambas as matrizes de 75,66% e 75,19% nos suportes de sephadex
G-75 e quitosana, respectivamente. Entretanto, foi observado que houve diferencas
nas propriedades fisico-quimicas dos derivados Sephadex-PsBGAL e Quitosana-
PsBGAL. O derivado Quitosana-PsBGAL é o derivado mais indicado para aplicacbes
industriais baseado nos seu valores de pH (4-4,4) 6timo para hidrdlise da lactose em
relacdo ao derivado Sephadex-PsBGAL (pH 4,0). Em relacdo a temperatura 6tima, o
derivado Quitosana-PsBGAL apresentou maior atividade na faixa de temperatura de
60-65°C, enquanto que o derivado Sephadex-PsBGAL apresentou temperatura
otima em 55°C. Em relacdo aos parametros cinéticos, os autores nao observaram
mudanca significativa nos valores de K, para o derivado Quitosana-PsBGAL, por
outro lado, para o derivado Sephadex-PsBGAL, os valores de K, dobraram em
relacdo a enzima sollvel para os substratos ONPG e lactose. Houve uma queda de
79 e 86% nos valores de Vnax (em relacdo a enzima livre) para o derivado
Quitosana-PsBGAL ap6s a hidrélise dos substratos ONPG e lactose,
respectivamente. No caso do derivado Sephadex-PsBGAL, a queda nos valores de
Vmax foram de 45% and 57%, para os substratos ONPG e lactose, respectivamente.
Os autores destacaram que se observou perda de atividade do derivado Quitosana-
PsBGAL apods 40 dias de estocagem a 4°C, enquanto que para o derivado
Sephadex-PsBGAL isso foi observado apds 10 dias de estocagem na mesma
temperatura. Houve perda de atividade de 50% dos derivados ap0s estocagem de
12 e 46 dias a 4°C, para Sephadex-PsBGAL e Quitosana-PsBGAL, respectivamente.

O derivado Quitosana-PsBGAL apresentou elevada taxa de hidrolise da lactose
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presente no leite e soro do leite a 4 e 27°C em relacdo ao derivado Sephadex-
PsSBGAL. Para ambos os derivados, a taxa de hidrolise de lactose no soro do leite foi
superior a hidrolise da lactose do leite.

A hidrolise do ONPG por B-galactosidase imobilizada em Sepharose CL-
4B® foi investigada por Singh et al. (2010) em cinco liquidos iénicos (LI's) diferentes:
CF3S0O3, BF,, PFs, CH3SO,4 e N(CN), . O estudo foi realizado para determinar os
fatores que afetam a taxa de hidrolise de ONPG assim como a variagdo de meio e
ambiente em torno do complexo enzima-imobilizada e substrato. Os estudos
envolvendo o comportamento cinético de Michaelis—Menten foram conduzidos em
tampao fosfato na presenca dos cinco liquidos iénicos. Para a enzima imobilizada na
presencga dos LlI’s, os valores de K, obtidos foram baixos (0,36—1,2 mmol ONPG),
enquanto que os valores de Vpax (0,04-0,008 min™') foram maiores quando
comparado aos valores obtidos em somente tampéao fosfato. Segundo os autores, 0s
resultados indicaram um aumento na eficiéncia da imobilizacdo de (-galactosidase
ao se utilizar os LI's. Na caso da enzima soluvel, os valores de K, tornam-se
superiores (0,45-4,96 mmol ONPG) em relacdo aos dados de K, para a enzima
imobilizada.

Marrioti et al. (2008) estudaram a hidrdlise de lactose do soro de queijo
em reator de leito fixo com B-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada em
silica. Os melhores resultados de atividade apos a imobilizacdo foram obtidos com a
utilizacao de glutaraldeido na ativacao do suporte. Maiores atividades (530-540 U/q)
foram obtidas ap6s a imobilizacdo de enzima na faixa de concentracdo de 15-20
mg.g™ de suporte. Para melhorar a eficiéncia da hidrélise no reator de leito fixo, os
autores realizaram diferentes tratamentos no soro para a eliminacdo de particulados
(microfiltracdo, tratamento térmico e ultrafiltracdo). A ultrafiltracdo se destacou na
remocao dos particulados e no melhor desempenho da enzima. A operacdo do
reator por 51 dias alimentado por soro apoés ultrafiltracdo manteve a atividade de [3-

galactosidase em 197U/g, o que corresponde a 32% da atividade inicial.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Materiais

Os reagentes utilizados (lactose, fosfato de potassio monobasico, fosfato
de potassio dibasico, sulfato de amoénio, sulfato de manganés, dextrose, &cido
aceético e hidroxido de sédio) foram todos de padrédo analitico. A quitosana em po
utilizada, com grau de desacetilacdo de 85,9%, foi adquirida junto a Polymar Ind.
Ltda (Fortaleza, Ceard, Brasil). Glutaraldeido 25% (v/v), o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG), orto-nitrofenol (ONP) e a Alcalase foram adquiridos da
Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO).

3.2 Micro-organismos

Neste trabalho, foram utilizadas cinco linhagens de Kluyveromyces para a
selecdo da melhor produtora de [-galactosidase, sendo trés espécies de
Kluyveromyces marxianus e duas de Kluyveromyces lactis. As espécies de K.
marxianus utilizadas foram: K. marxianus LAMI CE 025 (isolada de um efluente da
Refinaria de Petrdleo LubNor - Petrobras, Ceard, Brasil e depositada na colecao de
cultura do Laboratério de Microbiologia Ecologia e Biotecnologia (LEMBiotech) do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceard); K. marxianus CCA
510 (leveduras killer do banco de culturas do LAMAM - Laboratério de Microbiologia
Agricola e Molecular, UFSCAR, Araras-SP); K. marxianus ATCC 36907 (adquirida
da Colecdo de Culturas Tropicais - CCT na Fundacdo Tropical de Pesquisas e
Tecnologia “André Tosello” Campinas - SP). E as cepas de Kluyveromyces lactis
foram K. lactis NRRL Y-1564 e K. lactis NRRL Y-4087, ambas doadas pelo USDA
(United States Department of Agriculture) pertencentes a colecéo de cultura da ARS
(Agricultural Research Service). As culturas estoques foram mantidas em meio agar
YEPD (&gar 20 g/L, extrato de levedura 10 g/L, peptona 20 g/L e glicose 20 g/L) a
4°C.
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3.3 Soro de leite

O soro de leite em po foi cedido gentiimente pela Industria Alibra
Ingredientes Ltda (Campinas-SP) e utilizado para o cultivo das cepas consumidoras
de lactose. Segundo as especificacdes técnicas do fabricante, o soro continha a
seguinte composi¢édo (100 g): carboidratos 74 g; proteinas 11 g; gorduras totais 1g;
gorduras saturadas 0,5 g; colesterol 6,0 mg; calcio 796 mg, ferro 0,90 mg e sodio
1080 mg, pH variando de 6,0 a 7,0 e acidez titulavel (% acido latico) maxima de
2,5%, se tratando de soro doce. O soro de leite em p6 foi entdo pesado e diluido em
agua destilada na concentracdo de 50 g/L em baldo volumétrico, concentracdo essa
que se aproxima da concentracdo do soro de leite normalmente obtido nas industrias

de laticinios.

3.4 Selec¢ao de leveduras consumidoras de lactose em meio sintético

Inicialmente avaliou-se as leveduras que consumiam lactose utilizando o
meio de cultivo segundo Manera et al. (2008). Posteriormente, avaliou-se a
producdo da enzima [B-galactosidade utilizando o soro de leite como fonte de
carbono. Composigéo do meio: lactose PA 10 g/L; KH,PO4 5 g/L, (NH4)2SO4 1,2 g/L,
MgSO4-7H,0 0,4 g/L e extrato de levedura 1 g/L diluidos em solucdo tampéao fosfato
de potassio 0,2 M a pH 5,5 e esterilizado a 115°C por 15 min. Para obtencdo do
inoculo utilizou-se 0 mesmo meio, sendo o cultivo realizado em Erlenmeyers de 250
mL com 50 mL de meio e incubados a 30°C, 180 rpm por 24 h. A concentracéo de
in6culo utilizada foi 10% (v/v), com a densidade 6tica igual a 1,0 + 0,1 lida a 620 nm.
A fermentacéo foi conduzida em Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de meio a
30°C, 180 rpm por 48 h. Apds esse periodo, analisou-se o crescimento celular, pH e

concentracdo de acucares redutores.

3.5 Estudo da influéncia do pré-tratamento do soro de leite na producao da
enzima B-galactosidade por K. marxianus ATCC 36907

Ao se iniciar os cultivos, verificou-se que o soro de leite deveria passar

por um pré-tratamento para a remocdo das proteinas, uma vez que elas
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precipitavam durante a esterilizacdo do meio de cultivo. Essa precipitacao dificultava
a realizacdo dos métodos analiticos que precisavam ser realizados para o
acompanhamento do ensaio. Diante disso foi necessario estudar a influéncia do tipo
de tratamento no crescimento celular e producdo de enzima e, para tal fim, utilizou-
se a levedura K. marxianus ATCC 36907 como micro-organismo modelo.

Dois pré-tratamentos foram avaliados, o primeiro tratamento foi realizado
de acordo com Santiago et al. (2004) e o segundo de acordo com Rech e Ayub
(2007). No primeiro ensaio, utilizou-se para precipitacdo das proteinas do soro de
leite, o &cido latico comercial adquirido do fabricante Ipé Ingredientes. No segundo,
utilizou-se uma protease comercial, Alcalase 2.4L da Sigma-Aldrich, para hidrélise
das proteinas do soro de leite antes do processo de esterilizacao.

Apoés cada tratamento, o soro de leite foi suplementado com o intuito de
aumentar a producdo da enzima em estudo. Duas formas de suplementacdo foram
estudadas: a primeira com 1 g/L de extrato de levedura e a segunda com 5 g/L de
extrato de levedura e sais minerais (KH2PO4 5 g/L; (NH4).SO4 1,2 g/L; MgSO,4 0,4

g/L) adicionados ao soro de leite.

3.5.1 Pré-tratamento acido do soro de leite

O primeiro pré-tratamento acido do soro de leite foi realizado de acordo
com Santiago et al. (2004), precipitando as proteinas por aquecimento e acidificacdo
até pH 4,8 com acido latico comercial, sob suave agitacdo. Inicialmente diluiu-se o
soro numa concentracdo de 50 g/L de lactose em &gua destilada e colocou-se essa
solucdo em Becker para aquecer em chapa aquecedora sob agitacdo até a
temperatura de 85°C. Ao atingir-se essa temperatura, adicionou-se acido latico
comercial até pH 4,8 e continuou-se aquecendo até 90°C, controlando a temperatura
com auxilio de um termémetro. Ao atingir 90°C, o aquecimento e a agitacado foram
interrompidos e a solucéo foi mantida em repouso por 15 minutos, para que fosse
cuidadosamente sedimentada as proteinas precipitadas. Entdo, o soro de leite pré-
tratado foi filtrado em papel de filtro qualitativo, para evitar que as proteinas
dissolvessem novamente a solugcdo, pois os flocos formados eram bastante
instaveis. Para a producdo da enzima, duas suplementacfes foram testadas: na

primeira ao soro de leite pré-tratado e filtrado, adicionou-se 1 g/L de extrato de
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levedura para servir como fonte de nitrogénio e corrigiu-se o pH para 6,0 com KOH
4M. Na segunda suplementacao, adicionou-se extrato de levedura 5 g/L e sais
minerais (KH2PO,45 g/L; (NH4).SO,4 1,2 g/L; MgSO,4 0,4 g/L) e o pH foi corrigido para
6,0 com KOH 4M. Em seguida, o volume de 50 mL desse soro foi distribuido em

frascos Erlenmeyers de 250 mL e esterilizado a 115°C por 10 min.

3.5.2 Pré-tratamento enziméatico do soro de leite

O segundo pré-tratamento foi realizado segundo Rech e Ayub (2007), o
soro também foi diluido em &gua destilada numa concentracao de 50 g/L de lactose.
Hidrolisou-se as proteinas do soro de leite utilizando uma protease comercial
(Alcalase 2.4L) na concentracdo de 1 mL/L. Nessa hidrolise ndo ha precipitacdo das
proteinas como o método anterior. O soro de leite com a protease foi aquecido em
banho-maria a uma temperatura de 50°C por 30 minutos para a hidrélise. Também
foram estudadas duas suplementacées do soro de leite, seguindo a mesma

metodologia citada no item 3.5.1.

3.6 Producéao da enzima B-galactosidase

3.6.1 Preparo do inéculo

Para a obtencdo do inéculo as cepas de Kluyveromyces utilizadas nesse
estudo foram repicadas em meio agar YEPD (contendo: extrato de levedura 10 g/L;
peptona 20 g/L; glicose 20 g/L e agar 20 g/L) e incubadas a 30°C em estufa
bacteriol6gica por 24 h. Em seguida, transferiu-se trés alcadas das colbnias isoladas
para 50 mL de soro de leite pré-tratado e suplementado com 1 g/L de extrato de
levedura previamente esterilizados a 115°C por 10 min. O cultivo do inoculo foi

conduzido em um agitador orbital a 30°C e 180 rpm por 24 h.

3.6.2 Condigobes de cultivo para a produgéao de B-galactosidase

Ao soro de leite pré-tratado e suplementado, adicionou-se 10% (v/v) do

in6culo com a densidade o6tica (DO) ajustada na faixa de 1,0 £ 0,1 lida a 620 nm em
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espectrofotometro. A producdo da enzima [-galactosidase foi realizada em
Erlenmeyers de 250 mL com 50 mL de soro de leite e incubados em agitador orbital
a 30°C e 180 rpm por 30 h. Em tempos pré-definidos, amostras foram retiradas para
analise de biomassa, determinacédo da atividade enzimatica, pH e concentracdo de
acucares redutores. Os ensaios foram realizados em duplicata para cada micro-

organismo testado.

3.7 Extragao da enzima B-galactosidase

A enzima [-galactosidase produzida por leveduras do género
Kluyveromyces € intracelular, sendo necessario a permeabilizacdo ou rompimento
das células das leveduras para a liberacdo da enzima.

A extracdo da enzima foi realizada segundo Inchaurrondo; Yantorno e
Voget (1994) com modificacdes. Inicialmente, retirava-se uma aliquota de 20 mL do
reator e transferia-se este volume para um tubo de falcon para a separacdo das
células por centrifugacdo a 10.000g e 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi
coletado para as analises de pH e concentracéo de lactose e as células lavadas com
20 mL de &gua destilada gelada, sendo novamente centrifugadas nas mesmas
condi¢cbes. Apds a lavagem das células, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
células ressuspendido em tampao fosfato de potassio 50 mM contendo 0,1 mM de
MnCl, pH 6,6, para obter uma concentracao de 2,9 mg de células por mL de tampao.
Em seguida, a suspenséo de células foi agitada em vortex e transferida para frascos
Erlenmeyer de 125 mL e adicionou-se ao volume ressuspendido, 10% (v/v) de etanol
e 2% (v/v) de tolueno. Posteriormente, os frascos foram colocados em mesa
agitadora orbital a 37°C, 180 rpm por 20 minutos. Apds esse tempo, a suspensao foi
novamente centrifugada a 10.000g e 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi filtrado
em membrana Millipore 0,45 pum para solventes organicos, e 0 extrato enzimatico

filtrado foi submetido a determinacao da atividade enzimatica.

3.8 Estudo da metodologia da determinacdo da atividade enzimética

Para a determinacdo da atividade hidrolitica da enzima, utilizou-se o
substrato sintético o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) adquirido da Sigma-
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Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO). Inicialmente, duas metodologias foram
avaliadas: a metodologia 1 descrita por Vieira (2009) e a metodologia 2 descrita por
Inchaurrondo; Yantorno e Voget (1994).

Na metodologia 1, segundo Vieira (2009), a atividade da B-galactosidase
foi determinada através da hidrolise de o-nitrofenyl-p-D-galactopiranosideo (ONPG)
a 25°C e pH 7,0. Uma amostra de 50 pL da enzima obtida na extracdo, foi
adicionada a uma cubeta com 2 mL de solucdo de ONPG 13 mM em tampéo fosfato
de sodio 50 mM a pH 7,0 contendo 2 mM de MgCl,. A atividade enzimatica foi
determinada espectrofotometricamente a 405 nm durante 5 minutos. O célculo da
atividade enzimética para a metodologia 1 foi conduzido de acordo com a Equacao
1.

tgx Vreator

At (U/mL) = -
Venzima

1)

Sendo: At = atividade enzimatica; tg = tangente de curva de hidrolise; Vreator = volume

total do reator em mL; Venzima = volume de enzima em mL.

Na metodologia 2, segundo Inchaurrondo, Yantorno e Voget (1994) a
atividade hidrolitica da B-galactosidase frente a o-nitrofenyl-B-D-galactopiranosideo
(ONPG) foi determinada a 37°C e pH 6,6. Para tanto, 2 mL de ONPG 1,25 mM, em
tampédo fosfato de potassio 50 mM com MnCl,.4H,O 0,1 mM a pH 6,6, foram
adicionados em tubos de ensaios. Em seguinda os tubos foram colocados no banho-
maria a 37°C para equilibrar a temperatura e adicionou-se uma amostra de 50 uL do
extrato enzimatico. Apés 5 minutos, parou-se a reagdo pela adicdo de 0,5 mL de
carbonato de sédio 1 M e a atividade foi determinada espectrofotometricamente a

420 nm e calculada de acordo com Equacéao 2.

At (U/mL) = A x Vreator _ )
&x0,05mL x5min

Sendo: At= atividade enzimatica; A = absorbancia lida; Vieawor = 2,55 ML (Vieator=
volume de ONPG (2 mL) + volume de amostra (0,05 mL) + volume de carbonato de

sodio (0,5 mL)); € = coeficiente de extingdo = 4,3 mol/cm; t= tempo de reacdo 5 min.
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O coeficiente de extingdo molar do produto o-nitrofenol (ONP) foi
determinado experimentalmente segundo metodologia do FOOD CHEMICALS
CODEX (1981), obtendo 4,3 mol/cm.

Uma unidade (U) de B-galactosidase é definida como a quantidade de
enzima que libera 1umol de o-nitrofenol por minuto sob as condi¢des do ensaio.

Conforme apresentado no topico de Resultados e Discussdes, a
metodologia mais adequada para a determinacdo da atividade enzimatica foi a
metodologia 2 (Inchaurrondo, Yantorno; Voget 1994), sendo a metodologia 1 foi
utilizada somente na etapa de selecédo de leveduras produtoras de 8-galactosidase e
todas as outras etapas realizadas neste estudo a atividade enzimatica foi

determinada utilizando a metodologia 2.

3.9 Preparacao e ativacao do suporte paraimobilizacédo da enzima

3.9.1 Preparacdo das particulas de quitosana e ativacdo com glutaraldeido

A preparacdo das particulas de quitosana seguida de ativacdo com
glutaraldeido foram realizadas segundo a metodologia descrita por Budriene et al.
(2005) e Vieira (2009).

O suporte foi obtido a partir de 2,0% (m/v) de quitosana em pod
solubilizada em &cido acético 2,0% (v/v) e homogeneizada por 30 minutos em
agitador mecanico a temperatura de 28°C. Posteriormente, 30 mL desta solugéo foi
colocada em um reator a 50°C sob agitagdo mecanica por 5 minutos para estabilizar
a temperatura da solucdo. Em seguida, adicionou-se 45 mL de KOH 0,5 M, como
agente coagulante, mantendo a agitagéo por mais 30 minutos.

Para ativacdo da solucédo de quitosana coagulada com KOH, utilizou-se
glutaraldeido (0,8% v/v). Apdés 30 minutos de ativacdo sob 50°C as particulas foram
lavadas com de agua destilada a 25°C no intuito de remover o excesso de

glutaraldeido e posteriormente secas a vacuo.
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3.10 Imobilizagédo da B-galactosidase de K. lactis NRRL Y1564 em gel de

guitosana ativado com glutaraldeido

A B-galactosidase foi imobilizada em gel de quitosana ativado com
glutaraldeido, utilizando uma carga enzimatica de 10 mg de proteina por grama de
suporte. A imobilizacéo foi realizada em tampé&o fosfato de potassio 50 mM e 0,1 mM
de MnCl,, pH 7,0, a 25°C e diferentes tempos de incubacao (5, 10 e 24h), sob
agitacdo suave em agitador rotatorio. Em paralelo ao processo de imobilizacédo fez-
se um ensaio controle (enzima soluvel e tampao de imobilizacdo), para acompanhar
a estabilidade da enzima durante todo o processo de imobilizacdo. Antes e apés a
imobilizacdo, determinou-se a atividade enzimatica no sobrenadante. Apos a
imobilizacdo, o derivado (gel de quitosana mais enzima) foi lavado exaustivamente

com agua destilada e secou-se a vacuo.
3.11 Determinacao dos parametros de imobilizacao
3.11.1 Determinacao do rendimento de imobilizacéo

Ap6s a medida da atividade enzimatica inicial (At) e final (At) no
sobrenadante e no branco, determinou-se a atividade enzimatica remanescente no
sobrenadante (Atj — At;). Com esse dados calculou-se o rendimento de imobilizacao

(RI) de acordo com a Equagéao 3.

t, - At,

RI (%) = 2 <100 (3)

f
3.11.2 Determinagéo da Atividade recuperada

A atividade teorica (At;) de B-galactosidase imobilizada em quitosana foi
calculada como o produto da atividade enzimatica da carga oferecida por unidade de
massa do suporte (Atse) € 0 rendimento de imobilizacdo, conforme a Equacéo 4.

Apods a medida da atividade da enzima imobilizada por unidade de massa de suporte
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ou atividade enzimatica do derivado (Aty), a atividade recuperada foi calculada de
acordo com a Equacgéo 5.

At, =Rl x At, . 4)

At (%) = % <100 5)

t
3.12 Determinagao do pH 6timo da B-galactosidase soluvel e imobilizada

Para se determinar o pH 6timo da enzima [B-galactosidase (soluvel e
imobilizada) determinou-se a atividade de hidrélise de ONPG a 37°C em reator,
variando-se o pH (5,5; 6,0; 6,5; 7,0; 7,5; 8,0) do tampao fosfato de potassio 50 mM
contendo 0,1mM de MnCl; no qual o substrato sintético ONPG foi dissolvido.

3.13 Determinacao da temperatura o6tima da p-galactosidase soluvel e

imobilizada

Para se determinar a temperatura 6tima da enzima B-galactosidase
(soluvel e imobilizada) determinou-se a atividade de hidrélise do substrato ONPG
1,25 mM em tampdo fosfato de potassio contendo 0,1mM de MnCl, a pH 6,6 pela
enzima [B-galactosidase em diferentes temperaturas (25, 30, 37, 45, 50, 52, 55 e
60°C). Para a enzima imobilizada, pesava-se 0,2 g do derivado e adicionava-se ao
reator contendo 10 mL de ONPG em tampéo fosfato de potassio 50 mM contendo
0,1 mM de MnCl,, a reacao foi realizada através da agitacdo mecanica de uma haste
e apos o tempo de 5 minutos de reacéo, retirava-se uma aliquota de 2 mL com filtro
na ponteira e colocava-se na cubeta, acrescentando-se 0,5 mL de carbonato de
sédio 1M para paralisar a reacdo e entdo era lida a absorbancia a 420 nm. Para a
enzima soluvel, adicionava-se 2 mL de ONPG em tampao fosfato de potassio 50 mM
contendo 0,1 mM de MnCl,; em tudo de ensaio de 15 mL e colocava-os em banho-
maria nas temperaturas estudadas, apds esse tempo adicionava-se 50 uL de extrato

enzimatico e marcava-se o tempo por 5 minutos para a hidrdlise do ONPG pela
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enzima B-galactosidase soltvel. Ap6s os 5 minutos de hidrélise interrompia-se a
reacdo pela adicdo de 0,5 mL de carbonato de s6dio 1 M e a absorbancia foi lida a
420 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata para a B-galactosidase

soltvel e imobilizada.
3.14 Estudo da estabilidade térmica B-galactosidase soltvel e imobilizada

Para se avaliar a estabilidade térmica da [(-galactosidase soluvel e
imobilizada, amostras foram incubadas a 40, 50 e 60°C em banho-maria.
Periodicamente, as amostras foram retiradas e suas atividades residuais foram
determinadas. Apoés o célculo de todas as atividades iniciais e residuais, calculou-se
a atividade relativa (At), conforme a Equacgéo 6, que € definida como a razdo entre
a atividade enziméatica do estado final (At;) e a atividade enzimatica do estado inicial

(At), sendo que a atividade relativa no estado inicial é igual a 1,0.

At

Atrel v
At,

(6)

Para estimar a constante de desativacdo térmica (kg), 0 tempo de meia
vida (t12) e o fator de estabilizacdo (FE), utilizou-se os modelos de desativacao
térmica da atividade enziméatica proposto por Sadana e Henley (1987) (Equacéo 7) e
o0 modelo de 12 ordem (Equacgédo 8), avaliando-se qual dos modelos melhor se

ajustava aos dados experimentais.

(7)

At = (1-a)xe™ ™ +a

Atr — efkdxt (8)

Sendo: At = Atividade relativa; a= fracdo da enzima que perde atividade, kq =
constante de inativacdo térmica de primeira ordem e t = € 0 tempo em gque a amostra

permaneceu sob condicédo de temperatura.
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Calculou-se também o tempo de meia vida da enzima (t1,2) que é definido
como o tempo necessario para que ocorra uma reducao de 50 % da atividade inicial,
expresso em unidade de tempo, foi calculado a partir da Equacao 9, utilizando o

parametro kq estimado a partir das Equacdes 7 e 8.

(oo In0,5
172 kd

(9)

Calculou-se também o Fator de estabilizacdo (FE), que é definido como a
razao entre os tempos de meia vida do derivado (enzima imobilizada) e da enzima

soluvel, conforme apresentado na Equacéo 10.

t,,, derivado
t ,, enzima sollvel

FE = (10)

3.15 Estimativa dos parametros termodinamicos

Para determinar os parametros termodinamicos, a entalpia de inativacéo
(AH) e energia livre de Gibb’s de inativacéo (AG') da enzima foram calculados para

cada temperatura estudada de acordo com as Equacdes 11 e 12, respectivamente.

AH" =E, -RT (11)

*

ksh
AG"= RTIn(-+ 12
G (12)

Na qual Eq4 é a energia de inativagdo térmica, R é a constante universal
dos gases, T é a temperatura em Kelvin, kg € a constante de inativagdo térmica, h =
6,6262.10%* J.s é a constante de Plank, e k = 1,3806.10%° é a constante de
Boltzman. Além disso, a entropia de inativacdo (AS’) da B-galactosidase foi

calculada de acordo com a Equagéo 13.
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. _(AH"-AG")

AS
T

(13)

3.16 Hidrdlise de lactose catalisada por B-galactosidase soluvel

A conversdo da lactose em glicose e galactose foi determinada utilizando
0,5 e 2,0 U de B-galactosidase soluvel de K. lactis NRRL Y-1564. As reacdes foram
conduzidas em frascos Erlenmeyers de 250 mL contendo 50 mL de solucdo de
lactose (50 g/L) em tampéo fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0 contendo 0,1 mM de
MnCl, a 37°C, 180 rpm por 35 h em mesa agitadora orbital. A cada tempo pré-
definido, retirou-se uma aliquota de 150 uL de cada frasco e interrompeu-se a
reagdo por aquecimento a 100°C em banho-maria por 1 minuto. Em seguida,
determinou-se a concentracdo de glicose proveniente da hidrélise da lactose
utilizando o kit enzimatico de Glicose PAP Liquiform (Labtest Diagndstica, Minas

Gerais).
3.17 Estabilidade operacional da enzima B-galactosidase imobilizada

A estabilidade operacional da enzima imobilizada foi realizada usando 1 g
do biocatalisador em ciclos sucessivos (10 ciclos) de hidrélise do substrato ONPG.
As condicbes de ensaio foram as mesmas descritas no ensaio de atividade
hidrolitica no item 3.19.6. No final de cada ciclo, a B-galactosidase imobilizada foi
removida do meio de reacdo, entdo lavou-se com tampédo fosfato para remover
qualquer substrato restante ou produto e secou-se sob vacuo. Em seguida,
novamente a enzima foi submetida a um novo ciclo de hidrolise do ONPG. A
atividade residual foi calculada como a atividade da enzima imobilizada medida apos

cada ciclo em relacéo a atividade da enzima imobilizada durante o primeiro ciclo.

3.18 Estabilidade de armazenamento da enzima B-galactosidase soluvel e

imobilizada

As amostras do biocatalisador (soltvel e imobilizada) foram armazenadas

a uma temperatura de 4°C em tampéao fosfato de potassio 50 mM a pH 7,0 e as suas
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atividades hidroliticas residuais foram determinadas apos 93 dias para avaliar a

estabilidade de armazenamento da enzima sollvel e imobilizada.

3.19 Métodos analiticos

3.19.1 Determinagao da concentragéo celular

A concentracdo celular foi determinada através da densidade otica (DO)
medida a 620 nm, em espectrofotbmetro (Spectronic Modelo Genesys, Série 20) e

convertida em gramas por litro conforme curva padrédo do micro-organismo avaliado.

3.19.2 Determinacéo do pH

O pH foi determinado em aparelho medidor de pH da TECNAL.

3.19.3 Determinacéo da concentracdo de acucares redutores

As analises de acUcares redutores, expressos como lactose, foram
determinadas segundo o método DNS (MILLER, 1959) e os resultados foram

calculados através da curva padrdo de lactose em g/L.

3.19.4 Determinagéo da concentragdo de lactose

A concentracdo de lactose foi determinada através de Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, utilizando um sistema de CLAE (Waters, Milford, MA,
EUA) equipado com um detector de indice de refracdo Waters (Modelo 2414) e uma
coluna Aminex HPX-87H a 65°C, sendo o eluente H,SO4 a 5 mmoL/L e vazao de 0,5
mL/min. O volume de injecdo das amostras foi de 20 uL e o tempo de analise foi de
30 minutos em duplicata. Para o calculo da concentracdo de lactose utilizou-se uma

curva de calibracéo da lactose PA.
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3.19.5 Determinacado da concentragdo de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976) utilizando como padréao albumina de soro bovino (ABS), construindo-se uma
curva de calibracdo na faixa de concentracdo de 0 a 0,6 mg/mL e os resultados

foram expressos em mg/mL de proteina.

3.19.6. Determinacao da Atividade Hidrolitica

A atividade hidrolitica da enzima B-galactosidase soltvel e imobilizada foi
determinada utilizando orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo como substrato a 37°C
e pH 6,6, de acordo com a metodologia descrita por Inchaurrondo; Yantorno e Voget
(1994), com algumas modificagdes.

Para a enzima soluvel a metodologia seguida encontra-se detalhada no
item 3.8. No entanto, para a enzima imobilizada, pesava-se 0,2 g do derivado e
adicionava-se ao reator contendo 10 mL de ONPG em tampéao fosfato de potassio
50 mM contendo 0,1 mM de MnCl,, a reacdo foi realizada através da agitacao
mecanica de uma haste e apés o tempo de 5 minutos de reacao, acrescentou-se 0,5
mL de carbonato de sédio 1M para paralisar a reacdo. Em seguida, retirava-se uma
aliguota de 2 mL com filtro na ponteira e colocava-se na cubeta para ler a
absorbancia a 420 nm e determinava-se a atividade enzimatica segundo a Equacéo
14.

A x Vreator (14)

At (Ulg) = -
& X Mpgryapo X OMIN

Sendo: At= atividade enzimatica; A = absorbancia lida; Vieawor = 10,5 ML (Vieator=
volume de ONPG (10 mL) + volume de carbonato de sodio (0,5 mL)); Mpegrivapo =
massa do derivado em g; € = coeficiente de extingdo = 4,3 mol/cm; t= tempo de

reacao 5 min.
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3.19.7 Determinacdo dos parametros cinéticos durante o cultivo de K. lactis

NRRL Y-1564 para a producéo de B-galactosidase

Os calculos das velocidades especificas foram realizados de acordo com

as Equacbes 15 a 17.

=— 15
Hx X dt (15)
1 dS
- 2 16
Hs X dt (16)
1 dP
= - = 17
Hp X dt (17)

Sendo px, Ms € MUp as velocidades especificas de crescimento, de consumo de
substrato e de produto, respectivamente. O célculo das derivadas das velocidades
especificas foi realizado utilizando o software Origin versao 8.0.

Foram realizados os calculos da produtividade de biomassa (Px) e da

produtividade da enzima (Pp) de acordo com as Equacdes 18 e 19, respectivamente.

Py = (18)

Sendo: Px - produtividade de biomassa num determinado tempo t, X é a

concentracéo de biomassa no tempo t e X, é a concentracao inicial de biomassa.

P-F, (19)

Sendo: Pp - produtividade da enzima [3-galactosidase num determinado tempo t, P é

a atividade enzimatica no tempo t e Py € a atividade enzimatica inicial.
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3.19.8 Determinacdo dos parametros cinéticos (Kyn € Vmax) de hidrolise de
ONPG catalisada por B-galactosidase soluvel e imobilizada

Avaliou-se a influéncia da concentracdo de substrato na velocidade de
hidrolise de ONPG (0,1; 0,3; 0,6; 0,9; 1,25; 2,5; 3,5; 5,0 e 7,5) em tampéao fosfato de
potdssio 50 mM contendo 0,1 mM de MnCl, a 37°C. Os parametros cinéticos do
modelo de Michaelis-Menten (ver Equacédo 20) foram calculados por ajuste nao

linear do modelo aos pontos experimentais usando o software Origin 8.0.

V.
v = Vinax XS (20)
K, +S
Sendo: v = velocidade de hidrolise (mmol ONP/min), K, = constante de Michaelis-
Menten (mM), S= concentracdo de substrato e Vs = velocidade maxima de reacéo
(mmol ONP/min).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Selecao de leveduras consumidoras de lactose em meio sintético

A primeira etapa desse estudo consistiu em avaliar as cepas de
Kluyveromyces que consumiram lactose presente no meio de cultivo segundo
Manera et al. (2008) para posteriormente serem avaliadas como potenciais
produtoras da enzima B-galactosidase em soro de leite. A Tabela 4 apresenta 0s
resultados obtidos através da indicacdo de crescimento celular e consumo de
lactose para as cepas avaliadas. Das cinco cepas de Kluyveromyces estudadas, as
gue apresentaram crescimento e consumo de lactose foram K. marxianus ATCC
36907, K. lactis NRRL Y-1564 e K. lactis NRRL Y-4087, as quais foram selecionadas
para avaliar a produgédo da enzima de interesse em soro de leite. As cepas de K.
marxianus CE 025 e CCA 510, apesar de apresentar crescimento, devido
provavelmente a presenca de extrato de levedura, ndo consumiram lactose durante

o periodo avaliado e foram, portanto, excluidas do estudo.

Tabela 4 - Indicacdo de crescimento celular e consumo de lactose para diferentes
espécies de Kluyveromyces cultivadas a 30°C e 180 rpm. O sinal positivo (+) indica
gue houve crescimento celular ou consumo de lactose e o sinal (-), que ndo houve

crescimento celular ou consumo de lactose.

Micro-organismo Producéo de Consumo de
Biomassa Lactose
K. marxianus CE 025 + -
K. marxianus CCA 510 + -
K. marxianus ATCC 36907 + +
K. lactis NRRL Y-1564 + +
K. lactis NRRL Y-4087 + +
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4.2 Estudo da influéncia do pré-tratamento do soro de leite na produc¢éo da

enzima B-galactosidase por K. marxianus ATCC 36907

O pré-tratamento do soro de leite € uma etapa necessaria para remogao
de parte de sua fracédo protéica, podendo ser realizado através da precipitacdo das
proteinas do soro por aquecimento e acidificacdo (SANTIAGO, 2004), ou utilizando a
enzima comercial alcalase para evitar a precipitacdo das proteinas (RECH; AYUB,
2007). Nesta etapa utilizou-se a levedura K. marxianus ATCC 36907 para se
escolher o método de pré-tratamento a ser adotado, conforme descrito no item 3.5.

Na Tabela 5 observam-se os parametros avaliados durante o cultivo:
crescimento celular, consumo de lactose e atividade enzimatica da (3-galactosidase
produzida pela levedura K. marxianus ATCC 36907 em soro de leite submetido a
diferentes tratamentos. Ressalta-se ainda que avaliou-se a suplementacdo do soro
pré-tratado com sais minerais (KH2PO4 5 g/L; (NH4)2SO4 1,2 g/L; MgSO,4 0,4 g/L) e
extrato de levedura (1 e 5 g/L).
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Tabela 5 - Influéncia do tratamento do soro de leite no crescimento celular e
producao da enzima B-galactosidase por K. marxianus ATCC 36907 a 30°C e 180
rom por 24h, pH 6,0. Tratamento 1: Acidificacdo e aquecimento do soro de leite
suplementado com extrato de levedura 1 g/L. Tratamento 2: Acidificacdo e
aguecimento do soro de leite suplementado com extrato de levedura 5 g/L e sais
minerais (KH,PO,45 g/L; (NH4)>S0,4 1,2 g/L; MgSO,4 0,4 g/L). Tratamento 3: Hidrdlise
das proteinas do soro de leite com Alcalase e suplementacdo com extrato de
levedura 1 g/L. Tratamento 4: Hidrolise das proteinas do soro de leite com Alcalase
e suplementacdo com extrato de levedura 5 g/L e sais minerais (KH,PO4 5 g/L;
(NH4)2S0q4 1,2 g/L; MgSO4 0,4 g/L).

Producéo o Atividade
Consumo de | Atividade o
Tratamento de o Enziméatica
_ Lactose Enzimatica .
do Soro Biomassa Especifica
(g/L) (U/mL)
(g/L) (Ulgcel)
1 5,53+0,03 11,20 +0,03 | 0,51+0,03 | 174,60 + 0,03
2 0,43 £ 0,02 3,97 £ 0,02 0,11 + 0,02 | 38,88 + 0,02
3 2,34 + 0,03 9,93 + 0,03 0,39 +0,03 | 134,08 + 0,03
4 0,17 £ 0,02 5,72 £ 0,02 0,36 £ 0,02 | 125,48 £ 0,02

O tratamento com alcalase apresentou bons resultados, mas o custo do
tratamento € mais elevado. Vale ressaltar que a suplementacdo com Varios sais
prejudicou o crescimento do micro-organismo e a produgcdo da enzima
provavelmente por alguma inibig&o.

Dos guatro métodos utilizados para o tratamento do soro de leite, o que
mostrou melhor resultado foi o tratamento 1, quando se observou maior atividade
enzimatica, crescimento celular e consumo de lactose com 24h de cultivo.

Braga et al. (2008) estudaram a influéncia de diferentes técnicas de
desproteinizacédo do soro de leite como meio de cultura para a produgéo da enzima
B-galactosidase de K. marxianus CCT 7082. A producdo da enzima foi realizada a

30°C e 180 rpm por 72 h. No tratamento termoacido a atividade especifica foi de 480
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U/g, no entanto, para o soro de leite tratado com alcalase, obtiveram uma atividade
especifica de 820 U/g, sendo os dois resultados superiores aos obtidos nesse
estudo, que obteve-se uma atividade enzimatica especifica de 174,60 e 134,08
U/gcer. NOS tratamentos termoéacido e com alcalase, respectivamente.

Com base nestes resultados, as etapas seguintes deste estudo utilizou-se
o soro de leite pré-tratado por acidificacdo e aquecimento, suplementado com

extrato de levedura (1 g/L).

4.3 Producdo de B-galactosidase utilizando soro de leite como fonte de
carbono pelas cepas K. lactis NRRL Y-1564, K. lactis NRRL Y-4087 e K. marxianus
ATCC 36907

A Tabela 6 apresenta producdo de biomassa, consumo de lactose e
producao da enzima B-galactosidase apés 24 h de cultivo, utilizando as cepas K.
lactis NRRL Y-1564, K. lactis NRRL Y-4087 e K. marxianus ATCC 36907 em soro de
leite pré-tratado (acidificacdo e aquecimento) e suplementado com 1 g/L de extrato

de levedura, conforme selecionado no item 4.2.

Tabela 6 - Crescimento celular, consumo de lactose e atividade enzimatica da (-
galactosidase produzida pelas leveduras K. lactis NRRL Y1564, K. lactis NRRL
Y4087 e K. marxianus ATCC 36907 cultivadas em soro de leite a 30°C e 180 rpm

por 24 horas.

Producgéo o Atividade
Consumo | Atividade _ _
. _ de o Enzimatica
Micro-organismo ) de Lactose | Enzimatica o
Biomassa : Especifica
(g/L) (U/mL)'
(g/L) (U/gcel)
K. lactis NRRL Y-
2,70+0,05 |38,50+0,05| 0,73+0,05 | 251,72+1,5
1564
K. lactis NRRL Y-
1,08 +£0,05 | 29,95+0,05| 0,20+£0,05 | 68,96 £1,5
4087
K. marxianus
0,43+0,05 | 0,00+0,05 |0,05+0,05| 0,12+0,05
ATCC 36907

(i) Metodologia de determinacao da atividade enzimatica segundo Vieira (2009)



65

Nessa etapa, observou-se que a levedura K. lactis NRRL Y-1564
apresentou uma maior producdo de enzima [B-galactosidase, medida através da
atividade enzimatica, obtendo aproximadamente 72,6% maior atividade comparada
com a quantidade produzida por K. lactis NRRL Y-4087, e 93,15% comparada a
quantidade produzida por K. marxianus ATCC 36907.

Inchaurrondo, Yantorno e Voget (1994) cultivaram varias espécies de K.
lactis e K. marxianus em meio contendo lactose como fonte de carbono (20 g/L). Os
valores que eles obtiveram para a atividade enzimatica foram entre 0,7 e 1,3 U/mL
para espécies de K. lactis e entre 0,7 e 1,0 U/mL para espécies de K. marxianus. Os
valores da atividade enzimatica para K. lactis foram inferiores aos obtidos neste
estudo.

Braga et al. (2011) estudaram sete espécies de Kluyveromyces e
selecionaram a K. marxianus ATCC 16045 como a melhor produtora da enzima [3-
galactosidase, utilizando meio de cultura contendo residuos agroindustriais como
agua de parboilizacdo de arroz e soro de leite, tendo como resultado méaximo para
atividade enzimatica 10,4 U/mL, nas melhores condi¢cbes do ensaio (concentracéo
de lactose presente no soro de 120 g/L, 5 g/L de extrato de levedura, 15 g/L de
peptona, 15 g/L de (NH4).SO4 e 30 g/L de residuo de dgua da parboilizacdo de arroz
a pH 4,0). A atividade maxima obtida no estudo de Braga et al. (2011) foi superior a
obtida neste trabalho, porém o meio de -cultivo utilizado apresentava alta
concentracdo de lactose e dos outros nutrientes, quando comparado ao meio
utilizado neste trabalho.

Com base nos resultados deste estudo a levedura K. lactis NRRL Y-1564

foi a espécie selecionada para a realizacdo dos ensaios posteriores.

4.4 Estudo da metodologia de determinacao da atividade enziméatica

Nos ensaios preliminares, a atividade enzimatica foi quantificada a
temperatura de 25°C de acordo com Vieira (2009), no entanto a medida que a
revisdo de literatura foi continuada, observou-se que outros estudos realizavam a
quantificacdo de atividade enzimética a 37°C, diante disso foi realizado um teste

para a escolha da metodologia de quantificacdo da atividade enzimatica a 37°C. A
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Tabela 7 apresenta os resultados da quantificacdo da atividade enzimética
determinada por duas metodologias: (1) Vieira (2009) e (2) Inchaurrondo, Yantorno e

Voget (1994), nos diferentes tempos de cultivo.

Tabela 7- Comparacao da atividade enzimatica da -galactosidase produzida por K.
lactis NRRL Y-1564 a 30°C e 180 rpm cultivada em soro de leite, determinada pelas
metodologias: Metodologia 1 (VIEIRA, 2009) e Metodologia 2 (INCHAURRONDO,
YANTORNO E VOGEt, 1994).

Metodologia 1 Metodologia 2
Tempo de o Atividade o Atividade
_ Atividade o Atividade o
cultivo . . Enzimatica ) ) Enzimatica
Enzimatica N Enzimatica o
(h) Especifica Especifica
(U/mL) (U/mL)
(U/gcel) (U/gcel)
0 0,03 £ 0,005 10,34+ 1,5 0,09 £ 0,035 31,03 £ 0,25
9 0,22 £ 0,05 75,8615 1,52 +0,25 524,14 + 0,25
12 0,27 £ 0,05 93,10+15 2,68 £ 0,25 924,14 £ 0,25
24 0,73+ 0,05 251,72+15 2,14 +£0,25 736,17 £ 0,25

Observou-se na Tabela 7, que ocorreu um aumento na atividade
enzimatica até 12 horas de cultivo, quando se obteve 2,68 U/mL (924,14 U/g.. de
atividade enzimatica especifica) utilizando a metodologia 2 e 0,27 U/mL (93,10 U/ggl.
de atividade enziméatica especifica), utilizando a metodologia 1. Em todos os tempos
estudados, a atividade enziméatica foi superior quando quantificada utilizando a
metodologia 2, provavelmente devido a temperatura em que ela foi conduzida, ser
mais proxima da temperatura Otima da enzima (ver item 4.8.1). Desta forma, a
metodologia 2 foi escolhida para a determinacdo da atividade enzimética neste

trabalho.

4.5 Estudo cinético da producao de B-galactosidase por K. lactis NRRL Y-1564

A Figura 5 apresenta o perfil do crescimento celular, consumo de lactose

e atividade enzimatica do cultivo do micro-organismo K. lactis NRRL Y-1564 em soro
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de leite suplementado com extrato de levedura. A maior concentragéo de biomassa
foi obtida com 30 horas (4,3 g/L), no qual houve o consumo total de lactose. Durante
o cultivo acompanhou-se o pH e 0 mesmo permaneceu constante (5,23 + 0,17).

A maxima atividade (3,7 £ 0,14 U/mL) foi obtida com 12 horas de cultivo, porém
nesse mesmo periodo ainda restavam aproximadamente 38 g/L de lactose no meio.
Pode ser observado através de uma comparacdo do crescimento celular e da
producdo da enzima, como mostrado na Figura 5, que a produgéo do produto de
interesse comecou no inicio da fase exponencial e ocorreu paralela a cinética de
crescimento da levedura, indicando que a producdo é associada ao crescimento

celular.

Figura 5 - Perfil do crescimento celular, consumo de lactose e atividade enzimatica
da B-galactosidase produzida por K. lactis NRRL Y-1564 cultivada em soro de leite a
30°C e 180 rpm. (A) Atividade enzimatica (U/mL); (m) Biomassa (g/L) e (e) Lactose
(g/L).
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Ornelas et al. (2008) estudaram a produgao de [B-galactosidase por K.
lactis, no qual observaram o aumento da atividade da enzima também na fase
exponencial de crescimento.

A atividade enziméatica obtida neste estudo foi superior ao resultado obtido

por Manera et al. (2008) com K. lactis NRRL Y-1564, em que a atividade maxima foi
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de 0,70 U/mL com 24 h de cultivo e houve um pequeno decréscimo com o tempo. O
meio de cultivo utilizado pelos autores continha uma concentragao inicial de lactose
de 10 g/L, tendo um consumo de lactose semelhante ao deste estudo.

Alejandra, Ramirez e Nilo Rivas (2003) otimizaram a producao da enzima
B-galactosidase por K. lactis em bioreator, usando como meio de cultivo soro de leite
desproteinizado contendo 48,5 g/L de lactose, suplementado com 1,5 g/L de extrato
de levedura e 1,0 g/L de (NH4).SO, e obtiveram como condi¢cdes O6timas:
temperatura 30,3°C; pH 4,68; velocidade de agitacdo 191 rpm e um tempo de
fermentacao de 18,5 h. As atividades enzimaticas obtidas foram de 1,27 a 7,5 U/mL,
resultado superior ao obtido nesse estudo quando se utilizou a K. lactis NRRL Y-
1564. Cabe ressaltar que os autores realizaram o cultivo em biorretor com maior
agitacdo 191 rpm e por um maior tempo 18,5h, sendo o cultivo neste estudo
realizado em mesa agitadora (frascos agitados) a 180 rpm por 12h.

A Figura 6 apresenta as velocidades especificas de crescimento,

consumo de lactose e producao de B-galactosidase.

Figura 6 - Velocidades especificas para o crescimento de biomassa (ux), consumo
de lactose (us) e producdo de B-galactosidase (pp) por K. lactis NRRL Y-1564
cultivada em soro de leite a 30°C e 180 rpm. (--) px (h™); (—) ps (h™) e (—) pp

(U/(g.h)).
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A semelhanca entre as curvas px € Hp, SUgere que essa enzima € um

metabolito primario produzido por esta levedura quando a lactose é fermentada
(NEVES et al.,, 2007). De acordo com Gaden (1959), 0os processos que mostram
apenas um maximo para as curvas das taxas especificas, sendo as curvas
praticamente coincidentes, sdo geralmente conhecidos como fatores de crescimento
associados ao processo. Por conseguinte, € possivel dizer que a sintese de [3-
galactosidase pela levedura K. lactis NRRL Y1564, neste estudo esta associado ao
crescimento, quando cultivada num meio contendo lactose como Unica fonte de
carbono. Varios estudos (INCHAURRONDO, YANTORNO e VOGET, 1994,
MAHONEY et al., 1974; DICKSON; MARKIN, 1980) observaram o mesmo
comportamento para a produgédo da enzima [(3-galactosidase, obtendo uma atividade
enzimatica maxima no inicio da fase estacionaria e diminuindo apds essa fase,
embora a lactose ainda esteja presente no meio de cultivo.
Na Figura 7, encontram-se os resultados de produtividade para biomassa e para a
enzima B-galactosidase. A maior produtividade em biomassa (0,14 g/(L.h)) foi obtida
apos 28h de cultivo, enquanto que a maior produtividade de [(-galactosidase foi
alcancada em 12h (0,25 U/(mL.h)) de ensaio.

Figura 7 - Produtividades de biomassa e da enzima [(-galactosidase por K. lactis
NRRL Y-1564 cultivada em soro de leite a 30°C e 180 rpm. (m) Biomassa e (A) B-

galactosidase.
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4.6 Imobilizagao da enzima B-galactosidase em gel de quitosana

4.6.1 Determinacdo da concentracdo de proteina no extrato enzimatico

contendo a enzima B-galactosidase produzida por K. lactis NRRL Y-1564

A caracterizagdo do extrato enzimético, inicialmente, deu-se pela
determinacdo da atividade enzimatica obtendo-se 0,49 * 0,01 U/mL e da
concentracdo de proteina resultando em 1,23 + 0,04 mg/mL através de metodologias

padrdes de atividade enzimatica (3.2.11) e pelo método de Bradford (1976).

4.6.2 Estudo do tempo de imobilizacdo da enzima B-galactosidase de K. lactis
NRRL Y-1564

A imobilizagdo de B-galactosidase em gel de quitosana foi realizada com
0 objetivo de se obter um derivado com uma maior atividade, boa estabilidade
térmica entre outras propriedades. A quitosana tem sido muito utilizada na
imobilizacdo de enzimas e a sua utilizacdo proporciona resultados satisfatérios na
estabilizacdo de enzimas de vérias fontes como lipases, tripsina, quimiotripsina e
celulase (VIEIRA, 2009). No presente trabalho, para o ensaio de imobilizacdo da -
galactosidase de K. lactis NRRL Y-1564, foi empregado o gel de quitosana ativado
com glutaraldeido.

A Tabela 8 mostra a influéncia do tempo de imobilizacdo da enzima (-
galactosidase, que variou entre 5, 10 e 24h. Em paralelo, um ensaio controle foi
conduzido, uma solugédo de enzima em tampao de imobilizacdo foi mantida nas
mesmas condi¢des do processo da imobilizagcdo. Este ensaio teve como objetivo
avaliar a existéncia de desnaturacdo e observou-se que a enzima B-galactosidase

preservou 100% de sua atividade inicial durante todo o decorrer deste trabalho.
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Tabela 8 - Parametros de imobilizacdo da p-galactosidase de K. lactis NRRL Y-1564,
em quitosana ativada por glutaraldeido: Atividade do derivado (Aty) e Atividade
recuperada (At;), Rendimento de Imobilizacdo (RI), Atividade enzimatica no
sobrenadante antes (At) e apds (At;)) a imobilizacdo. Condicbes de imobilizacdo: 9
mL solucdo enzimatica, em tampao fosfato de potassio 50 mM, contendo 0,1 mM de
MnCl,, pH 7.0, em contato com 1g de suporte a 25°C. Carga da enzima: 10 mg

proteinal/g suporte.

Tempo de Al At Atg At, RI

contato (h) | (u/g) (U/g) (U/g) (%) (%)
5 6,40 2,26 0,32 7,73 64,71
10 6,15 1,13 0,62 12,35 81,63
24 5,39 0,03 0,53 9,87 99,54

Observa-se na Tabela 8, que a atividade remanescente no sobrenadante
apos a imobilizacdo (At;) diminuiu ao longo do tempo, com 0 consequente aumento
do rendimento de imobilizacdo. No entanto, observa-se uma maior atividade
catalitica para a enzima imobilizada (Aty) apds 10h. Este fato se reflete na atividade
recuperada (At;). Baseado nestes resultados, 0s ensaios seguintes de imobilizacéo
da enzima (-galactosidase em quitosana, foram realizados durante 10h.

Uma das vantagens de imobilizar enzima em quitosana € o baixo custo do
suporte, viabilizando o uso industrial do processo de imobilizagdo. A imobilizacao
torna-se uma importante estratégia para estabilizar a enzima e outra vantagem
pertinente é a facil purificacdo do produto formado, pois a enzima nédo esta

solubilizada no meio reacional permitindo facil separacéo e reutilizagéo.
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4.7 Caracterizagao da B-galactosidase sollvel e imobilizada

4.7.1 Influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica da 3-galactosidase

soluvel e imobilizada

A caracterizacdo enzimatica envolve o conhecimento das propriedades
como, pH 6timo, temperatura 6tima e estabilidade térmica da enzima facilitando sua
aplicacéo. O estudo da atividade e estabilidade de enzimas € um aspecto importante
a ser considerado em processos biotecnolégicos, pois promove um maior
conhecimento das propriedades da enzima obtida, além da possibilidade de
contribuir com a viabilidade econémica de processos e de facilitar a utilizacdo
industrial (YU; LI, 2006).

O efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica da B-galactosidase
solivel pode ser observado na Figura 8. Sabe-se que com o aumento da
temperatura, a velocidade da reacdo também aumenta. Contudo, devido a fragil
estrutura das enzimas, ela pode sofrer alteragcdo conformacional, perdendo a sua
atividade catalitica. Para verificar a influéncia da temperatura sobre a atividade
catalitica da B-galactosidase solluvel e imobilizada, a hidrélise do ONPG foi realizada
no intervalo de 25 a 60°C, durante 5 minutos. Para a enzima sollvel, observa-se que
a maxima atividade foi obtida a 50°C, resultado bem préximo ao reportado por Vieira
(2009) quando imobilizou a p-galactosidase comercial de K. fragilis (Lactozym 3000
L), que foi de 45°C para as enzimas sollvel e imobilizada. Observa-se ainda na
Figura 8, que apos 50°C, a enzima sollvel comecou a apresentar desnaturacao

chegando a total inativagéo a 60°C.
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Figura 8 - Influéncia da temperatura sobre a atividade hidrolitica da 3-galactosidase
solavel e imobilizada na hidrélise de ONPG 1,25 mM em tampé&o fosfato de potassio

50 mM pH 6,6 adicionado de 0,1 mM MnCl,. (o) enzima soluvel;, (®) enzima
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No caso da enzima imobilizada, a maxima atividade relativa foi obtida a
temperatura de 37°C. Isso pode ser atribuido a possibilidade de que algumas
enzimas nao estariam ligadas covalentemente ao suporte, estando somente
adsorvidas ou ligadas fracamente. Nesse caso, 0 aumento da temperatura pode ter
favorecido a dessorcao dessa enzima diminuindo a atividade enzimatica.

Numanoglu e Sungur (2004) imobilizaram a B-galactosidase de K. lactis
ATCC 8538 em gelatina e obtiveram atividade maxima a temperatura de 40°C para
enzima imobilizada e 50°C para enzima soluvel, resultados semelhantes aos obtidos
neste estudo.

Ansari e Husain (2011) imobilizaram B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis (Lactozim 5000) em concanavalina A em camadas de nanoparticulas de éxido
de aluminio, e obtiveram atividade maxima na temperatura de 40°C tanto para a
enzima soluvel quanto para a imobilizada, resultados diferenciados deste estudo
para a enzima imobilizada, porém semelhante ao obtido para a enzima soluvel.

Nos estudos de Campelo et al. (2011) a B-galactosidase de K. lactis

(Lactozym 3000L) soluvel e imobilizada em Eupergit C foi caracterizada quanto ao
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perfil da temperatura. Os autores observaram atividade maxima em 45°C para
ambas as enzimas, resultados diferentes aos perfis cinéticos deste estudo.

Manera (2010) caracterizaram a PB-galactosidase obtida da
permeabilizacdo de células de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 e obtiveram a
atividade maxima em pH 6,6 e temperatura de 50°C, sendo esses resultados
condizentes com os resultados obtido neste estudo para a enzima soluvel.

Nos estudos de Pinhos e Passos (2011) foram avaliadas as propriedades
cinéticas da [B-galactosidase de K. lactis, onde obtiveram a atividade maxima na
faixa de temperatura de 40 a 45°C, sendo os resultados bem proximos aos obtidos
neste estudo.

Song et al. (2010) imobilizaram a B-galactosidase de K. lactis em silica gel
ativada com glutaraldeido e na caracterizacdo da enzima determinaram a atividade
maxima a 37°C, resultado semelhante ao obtido deste estudo.

Braga et al. (2009) realizaram a caracterizagao parcial da enzima [-
galactosidase de K. marxianus ATCC 16045 e mostraram que os melhores
resultados obtidos para temperatura 6tima encontravam-se na faixa entre 45 e 50°C
para a enzima sollvel, resultados aproximados aos deste estudo.

Neri et al. (2008) imobilizaram a B-galactosidase de K. lactis (Novozymes)
em um composto magnético polissiloxane-polivinil alcool (mPOS-PVA) e
determinaram a atividade maxima em pH 6,5 e temperatura de 50°C para enzima
soluvel, resultados semelhantes aos encontrados nesse estudo.

O’Connell e Walsh (2007), determinaram as propriedades da -
galactosidase soltvel de K. marxianus DSM 5418 e obtiveram temperatura 6tima de
37°C.

Alejandra, Ramirez e Nilo Rivas (2003) caracterizaram parcialmente a [3-
galactosidase de K. lactis e obtiveram uma atividade enzimatica maxima a uma

temperatura de 60°C para enzima soluvel, resultado diferente ao deste estudo.



75

4.7.2 Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica da -galactosidase sollvel e

imobilizada

A Figura 9 apresenta a influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica da 8-
galactosidase soluvel e imobilizada na hidrolise de ONPG 1,25 mM em tampéo
fosfato de potassio 50 mM adicionado de 0,1 mM de MnCl, a 37°C.

Figura 9 - Influéncia do pH sobre a atividade hidrolitica da B-galactosidase soluvel e
imobilizada na hidrolise de ONPG 1,25 mM em tampéo fosfato de potassio 50 mM
adicionado de 0,1 mM de MnCl; a 37°C. (o) enzima soluvel; (®) enzima imobilizada
em gel de quitosana.

100 ]

/

Atividade Relativa (%)
5 3 S
| |
/.
/ . /

N
o
1

pH

Pode-se verificar que em pH 55 a enzima soluvel apresenta baixa
atividade (6,6%), em relacdo a enzima imobilizada (61%). Tal como foi relatado em
outro estudo (ZHOU e CHEN, 2001), a enzima soltvel exibiu uma atividade baixa no
pH de 5,5 porque possui um ponto isoeléctrico (PI) de 5,42. Com o aumento do valor
do pH, ocorreu um aumento na atividade relativa da enzima soltvel, alcangando um
maximo em pH 6,5, enquanto que para a enzima imobilizada, a maior atividade
relativa foi obtida na faixa de 6,0-7,0.

Observa-se na Figura 9 que com a imobilizacdo da enzima houve um
aumento na faixa de pH da enzima imobilizada comparando-se com a faixa da

enzima soluvel que apresentou um pico num unico valor de pH. Essa ampliagdo na
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faixa do pH de atuagdo da enzima favorece uma melhor aplicagdo comercial,
reduzindo custos com corre¢des durante o processo.

Ansari e Husain (2011) imobilizaram B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis (Lactozim 5000) em concanavalina A em camadas de nanoparticulas de 6xido
de aluminio, e obtiveram atividade maxima em pH 7,0 para as enzimas soluvel e
imobilizada.

Campelo et al. (2011) caracterizaram a P-galactosidase de K. lactis
(Lactozym 3000L) livre e imobilizada em Eupergit C e determinaram a atividade
maxima em pH 6,6 para ambas as enzimas, resultados semelhantes a esse estudo
para a enzima B-galactosidase sollvel.

Nos estudos de Pinho e Passos (2011) a B-galactosidase de K. lactis
apresentou atividade maxima numa faixa de pH de 6,2 a 6,6 para a B-galactosidase
solavel.

Vieira (2009) relatou em seus estudos que a enzima comercial [3-
galactosidase de K. fragilis (Lactozym 3000 L) obteve a faixa de pH de maxima
atividade da enzima soluvel e imobilizada entre 6,5 e 7,0, com o maximo valor obtido
em pH 7,0 para ambas as enzimas, e ainda destacou que a enzima imobilizada em
quitosana ativada com glutaraldeido, ndo teve suas propriedades cataliticas
alteradas na faixa de pH entre 5,5e 7,5.

Braga et al. (2009), realizaram estudos com 3-galactosidase solavel de K.
marxianus ATCC 16045, e obtiveram uma atividade enzimatica maxima em pH 7,3.

O’Connell e Walsh (2007) obtiveram para B-galactosidase soluvel de K.
marxianus DSM 5418 um pH étimo de 6,8 com 50% de atividade residual entre pH
de 5,6 a 7,8, resultado semelhante ao obtido neste estudo para a enzima [-
galactosidase solavel que foi pH 6,5.

Alejandra, Ramirez e Nilo Rivas (2003) caracterizaram parcialmente a [3-
galactosidase de Kluyveromyces lactis e determinaram uma atividade enzimatica
maxima em pH 6,2 para enzima soluvel.

Nos estudos de Samoshina e Samoshin (2005) foram comparados dados
publicados para o pH e temperatura de G6tima de [(-galactosidase de 43 leveduras
diferentes. Os autores relatam que o pH 6timo variou entre 3,9 e 7,5 e a temperatura

entre 30 e 55°C. Para as enzimas produzidas por espécies de Kluyveromyces, o
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otimo pH variou de 6,2 a 7,5 e temperatura de 30 a 52°C, estando os resultados
obtidos neste trabalho que utilizou a levedura K. lactis NRRL Y-1564 para produzir a

enzima B-galactosidase na faixa citada.

4.7.3 Determinacao dos parametros cinéticos Ky, e Vhax para a B-galactosidase

soluvel e imobilizada

Sabe-se que Vyax N80 € uma caracteristica fundamental da enzima, pois
depende da sua pureza e concentracdo, ja a constante de Michaelis-Menten,
representa a afinidade da enzima pelo substrato, quanto menor for o valor de Kp,
maior sera esta afinidade. A estimativa de K., pode ser afetada por varios fatores
incluindo a origem microbiana da enzima; as condicdes experimentais, tais, como,
temperatura, pH, concentracdo de substrato e produto, e o tipo de substrato
empregado; e os diferentes métodos para calculo de Km, se for linearizacdo ou
regressao nao linear (SAMOSHINA; SAMOSHIN, 2005).

Neste estudo avaliou-se a cinética de hidrolise de ONPG catalisada por -
galactosidase soluvel e imobilizada. As constantes do modelo de Michaelis-Menten
foram calculadas por ajuste nao linear da equacédo de Michaelis-Menten aos dados
experimentais. Os resultados obtidos para B-galactosidase soluvel e imobilizada
estdo apresentados na Figura 10.

Foram obtidos para a enzima soluvel os valores de K, = 3,34 £ 0,3 mM e
Vmax = 1,78 + 0,07 mM/min com um ajuste de R?= 0,997. Para a enzima imobilizada,
os valores obtidos foram K, = 3,68 + 1,84 mM e Vnax= 3,38 £ 0,77 mM/min com um
ajuste de R?*= 0,95. Observa-se que os valores da constante K. obtidos s&o
proximos, indicando que a imobilizacdo nao dificultou o acesso da enzima ao
substrato, aparentemente ndo existindo efeitos difusionais. A constante cinética que
representa a velocidade maxima (Vmax) da p-galactosidase aumentou duas vezes em
relacdo a enzima sollvel. Porém, a carga enzimética usada neste trabalho foi
diferente (0,03 U para a enzima soluvel e 0,04 U para a enzima imobilizada), nao

permitindo uma comparacao direta entre estas constantes.
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Figura 10 - Velocidade de reagdo da B-galactosidase solUvel e imobilizada de K.
lactis NRRL Y-1564 em funcdo da concentracdo de ONPG a 37°C. (m) Enzima

imobilizada, (e) Enzima solavel.
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Os parametros cinéticos estimados neste trabalho sdo semelhantes aos
que foram descritos por outros autores. Zhou e Chen (2001), determinaram o0s
parametros cinéticos, Km e Vmax, para p-galactosidase produzido pela levedura K.
lactis Maxilact 5000 LX na forma solavel e imobilizada em grafite. Para a (-
galactosidase soluvel, obtiveram Km e Vmax iguais a 1,74 mM e 77,45 ONP
mmol/min.mg, respectivamente, porém para a enzima imobilizada obtiveram Km
igual a 9,34 mM e Vmax igual a 8,75 x 10° mmol ONP/min.mg Os autores
observaram que o aumento no valor de Km esté relacionado com a dificuldade do
acesso da enzima ao substrato, o que nao foi observado no presente trabalho.

Nos estudos de Manera (2006) determinou-se 0s parametros cinéticos da
enzima [(-galactosidase de K. marxianus CCT 7082, e obtiveram 10,0 mM e 7,1
mmol ONP/min.mL, para Km e Vmax, respectivamente, usando a enzima [3-

galactosidase soluvel, resultados superiores aos obtidos neste trabalho.
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4.7.4 Determinagao da estabilidade térmica da enzima B-galactosidase soluvel

e imobilizada em quitosana ativada com glutaraldeido.

A estabilidade térmica da B-galactosidase foi estudada nas diferentes

temperaturas de 40, 50 e 60°C, conforme Figuras 11, 12 e 13, respectivamente.

Figura 11 - Estabilidade térmica de (3-galactosidase soluvel e imobilizada a 40°C. As
curvas representam a aproximacdo do modelo de primeira ordem. (o) Enzima

soltvel; (m) Enzima imobilizada em quitosana.
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Na Figura 11, observa-se que as atividades relativas a 40°C para a
enzima soltuvel e imobilizada apresentaram perfis semelhantes, enquanto que na
Figura 12, observa-se um decaimento mais acentuado para a enzima soltvel do que
na enzima imobilizada, indicando que a imobilizacdo favoreceu a estabilizacdo da
enzima, tornando a quitosana uma alternativa para a imobilizacdo da f-
galactosidase. Na Figura 13, o decaimento da atividade relativa para ambas as
enzimas solivel e imobilizada é similar, sendo mais acentuado para a J-

galactosidase solavel.
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Figura 12 - Estabilidade térmica de -galactosidase soluvel e imobilizada a 50°C. As
curvas representam a aproximagdo do modelo de primeira ordem. (o) Enzima

soluvel; (m) Enzima imobilizada em quitosana.
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Figura 13 - Estabilidade térmica de B-galactosidase soluvel e imobilizada a 60°C. As
curvas representam a aproximacdo do modelo de primeira ordem. (o) Enzima

soltvel; (m) Enzima imobilizada em quitosana.
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Como se esperava, a enzima imobilizada apresentou maior estabilidade
térmica. Na temperatura de 40°C (Figura 11) ainda possuia 50% de atividade com
cerca de 250 minutos. Com esse mesmo periodo, aumentando a temperatura para
50°C (Figura 12), a mesma apresentou apenas 10% da sua atividade relativa e a

60°C (Figura 13) foi observado uma perda total da atividade em apenas 15 minutos.
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Com objetivo de obter o tempo de meia-vida (t1) e o fator de
estabilizacdo da B-galactosidase soluvel e imobilizada foi avaliado o modelo de
Sadana e Hanley (1987), o qual apresentou um bom ajuste, porém, os desvios foram
maiores que 0s proprios valores dos parametros (ver anexo). Com isso, 0 modelo de
Primeira Ordem citado por Belver et al. (2008) foi avaliado e utilizou-se esse modelo
para determinar a constante de desnaturacdo térmica (kq), que € necessaria para o
calculo do tempo de meia vida (t12), cujos valores constam na Tabela 9

Tabela 9 - Valores estimados para as constantes de desnaturacdo térmica (Kg),
meia-vida e fator de estabilizacdo em funcéo da temperatura, para a enzima soluvel

e imobilizada, aplicando modelo de primeira ordem.

T . kd 5 t,
B-galactosidase L R _ FE
(°C) (h™) (min)
] 0,0034
Solavel 0,9474 203,87
+ 0,0002
40 1,10
- 0,0031
Imobilizada 0,9921 223,60
+ 00,0001
) 0,0661
Solavel 0,9447 10,49
+0,0059
50 8,26
- 0,0080
Imobilizada 0,9650 86,64
+ 0,0005
] 2,4906
Soluvel 0,9961 0,28
+0,4119
60 5,61
- 0,4414
Imobilizada 0,9997 1,57
+0,0154

Pode-se observar que em todas as temperaturas avaliadas, o tempo de
meia vida para a enzima imobilizada foi superior a enzima livre. O maior fator de
estabilizacdo foi observado a 50°C, momento no qual a enzima imobilizada

apresentou um ganho maior na estabilidade em relacdo a enzima solavel.
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Nos estudos de Manera (2010), apés a caracterizacéo de B-galactosidase
soltvel de K. marxianus CCT 7082 a autora determinou a constante de desativacéo
térmica (kg) seguindo o modelo de primeira ordem. A autora obteve resultado
superior a este estudo (29,5 h™) para a constante de desativacdo térmica (kq) a 50°C
e o0 tempo de meia vida (t2) da enzima foi de 1,38 minutos, resultado inferior ao
obtido neste trabalho que foi de 10,49 minutos para a enzima B-galactosidase

soluvel.

4.8 Estudo dos parametros termodinamicos da enzima B-galactosidase soluvel

e imobilizada

A estimativa dos parametros termodinamicos da desnaturacéo térmica de
B-galactosidase solUvel e imobilizada é essencial para se determinar a influéncia e o
potencial industrial do processo de imobilizacdo estudado. Os parametros
termodinamicos contribuem para a compreensao do mecanismo de desnaturacéo
das enzimas. Nesse contexto, a Tabela 10 apresenta os resultados da estimativa
dos parametros termodinamicos da desativacdo de [B-galactosidase soluvel e

imobilizada em diferentes temperaturas (40-60°C).

Tabela 10 - Parametros termodinamicos da desativagao térmica de B-galactosidase
de Kluyveromyces lactis NRRL Y-1564 soluvel e imobilizada em quitosana nas
temperaturas de 40, 50 e 60°C.

T AH* (kJ/mol) AG* (kJ/mol) AS* (kJ/(mol.K))

(°C) . . . . . .
Soluvel | Imobilizada | Soluvel | Imobilizada | Soltvel | Imobilizada

40 | 283.09 211.00 91.62 91.86 0.61 0.38

50 | 283.01 210.92 86.66 92.33 0.61 0.37

60 | 282.92 210.84 79.37 84.16 0.61 0.38

sensivelmente com a temperatura para ambas as enzimas sollvel e imobilizada.

Como pode ser observada na Tabela 10, os valores de AH diminuiram
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Esse resultado ndo alterou de forma expressiva os valores de entropia (AS*) para a
enzima imobilizada, embora se observe uma queda no valor da energia de Gibb’s
(AG*) a 60°C.

Nesse trabalho, a energia de desativacdo calculada pela equacéao de
Arrhenius entre as temperaturas de 40 - 60 °C para a enzima [-galactosidase
solavel e imobilizada foi de 285,7 kJ/mol e 213,6 kJ/mol, respectivamente. Esses
valores estdo dentro da faixa (167-293 kJ/mol) que foi estimada para muitas enzimas
microbianas (SHULER; KARGI, 2002).

Segundo a literatura (NAIDU; PANDA, 2003; USTOK; TARI; HARSA,
2010), a conformacéo espacial da enzima pode ser afetada pelo aumento da
entropia da molécula. Um alto valor de AS* indica que a desativacdo da enzima €
fortemente influenciada pela alteracdo da estrutura da cadeia do polipepitidio,
passando para uma conformacdo mais randémica, o0 que resulta em baixos valores
de AG*. Os valores de AS* sdo importantes, pois fornecem informacdes sobre o grau
de solvatacdo e de compactacdo da molécula de proteina. Além disso, os valores de
AH* e AS* sdo altamente influenciados por varios fatores, incluindo a presenca de
solvente e efeitos estruturais.

Na Tabela 10, os valores de AS* para a enzima imobilizada estdo mais
proximos de zero comparando com a B-galactosidase solUvel. Isso mostra que a
enzima sollvel estd mais susceptivel a desativacdo térmica do que a enzima
imobilizada. Segundo Ustok, Tari e Harsa (2010), os valores obtidos de AS*
proximos de zero, nao implicam em qualquer alteracdo relevante na estrutura
terciaria da enzima, pois a maioria das ligacdes de hidrogénio, responsaveis pela

estrutura do sitio ativo catalitico da enzima permanecem preservadas.

4.9 Hidrodlise da lactose pela B-galactosidase soluvel de K. lactis NRRL Y-1564

A Figura 14 apresenta os resultados para a hidrélise da lactose a 37°C,
pH 7,0 por 35 h pela enzima solluvel B-galactosidase. Observa-se na Figura 14 que o
acréscimo na carga enzimatica aumentou em 3,14 vezes a concentracéo de glicose,
assim como a conversdo de lactose em glicose apés 35 h de hidrdlise. Isso
corresponde a uma converséo de 30,77% da lactose inicial quando se utilizou uma

carga de 2,0 U de B-galactosidase. Obteve-se uma conversado de lactose de 9,80%
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quando se utilizou uma carga de 0,5 U de enzima, no mesmo tempo de hidrolise.
Segundo Miezeliene et al. (2000), uma conversao de 20-30% da lactose é suficiente
para as pessoas que sofrem com intolerancia a este carboidrato, sendo assim, 0s

resultados obtidos neste trabalho podem ser considerados positivos.

Figura 14 - Conversao da lactose (50 g/L) em glicose pela B-galactosidase solavel.
(A) 0,5 U B-galactosidase; () 2,0 U B-galactosidase
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Vieira (2009) utilizou uma preparacdo comercial liquida da enzima B-
galactosidase de K. fragilis (Lactozym 3000L) e realizou a hidrolise da lactose
utilizando 2,0 U de enzima [(-galactosidase (soluvel e imobilizada em quitosana
ativada com glutaraldeido) durante 7 h a temperatura de 40°C e os resultados de
conversdo da lactose em glicose foram aproximadamente de 30% para a enzima
soluvel, resultado inferior ao obtido neste estudo. Ressalta-se que o tempo e a

temperatura de hidrélise foram diferentes ao deste estudo.

4.10 Estabilidade operacional da B-galactosidase imobilizada em quitosana

A estabilidade operacional € um dos indices significativos para avaliar a
propriedade da enzima imobilizada em larga escala. A Figura 15 mostra a atividade
relativa da enzima imobilizada sobre ciclos subsequentes da [-galactosidase
imobilizada retendo 74% da atividade inicial apés o 10° ciclo com o uso repetido da
enzima. A diminuigdo na atividade logo apds o primeiro ciclo, pode ser explicado

pela remocédo das enzimas fracamente adsorvidas a quitosana, devido a agitacéo
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que foi conduzida a hidrolise do ONPG ou na etapa de lavagem da enzima antes da
sua aplicacdo a proxima hidrélise. Este resultado evidencia que o processo de

imobilizacdo acarretou uma boa estabilidade operacional a enzima.

Figura 15 - Estabilidade operacional da enzima B-galactosidase imobilizada na
hidrolise do ONPG a 37°C.
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Verma et al. (2012) imobilizaram B-galactosidase a partir de
Kluyveromyces lactis em nanoparticulas de diéxido de silicio funcionalizados e
usaram o mesmo modelo de reacdo para avaliar a enzima imobilizada a 40°C ao
longo de 11 ciclos, em que o biocatalisador reteve aproximadamente metade da sua
atividade inicial ao fim do ultimo ciclo.

Tardioli et al. (2009) observaram que a enzima imobilizada apresentou
uma maior estabilidade operacional do que a enzima soluvel. Depois de quatro
ciclos de hidrolise da lactose com duracdo de 20 minutos cada, a uma temperatura
de 40°C e um pH de 7, a enzima imobilizada reteve 83% da sua atividade inicial.

Vieira (2009) estudou a estabilidade operacional da [(-galactosidase
imobilizada de K. fragilis comercial durante quatro ciclos e observou que houve uma
perda da atividade hidrolitica inicial ao final do quarto ciclo, sendo esse resultado
inferior ao obtido neste trabalho.

Outros autores (ZHANG et al. 2006) utilizaram como suporte um

composto de microesferas de goma de tamarindo e quitosana, mas reteve apenas
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53% da sua atividade inicial apos 9 ciclos de hidrolise do ONPG a uma temperatura
de 37°C e pH 7,3.

Nos estudos de Logoglu, Sungur e Yildiz (2006) citado por Ansari e
Husain (2011) relataram que elevados custos de enzimas utilizadas para fins
industriais e do tempo necessario para a sua imobilizagcdo para uso subsequente,

levaram a aumentar a possibilidade de reutilizagdo da enzima imobilizada.

4.11 Estabilidade de estocagem a 4°C da enzima B-galactosidase soluvel e

imobilizada

A B-galactosidase soluvel e imobilizada em quitosana, foram estocadas
em tampao fosfato de potassio a pH 7,0 a temperatura de 4°C durante mais de 3
meses. A enzima imobilizada manteve 100% de sua atividade enzimatica inicial
durante um periodo de 93 dias. Em contrapartida, a B-galactosidase soluvel teve a
sua atividade enzimética reduzida em 9,4% em relagdo a atividade inicial quando
armazenada sob as mesmas condicfes e o0 mesmo periodo de tempo. Isto esta de
acordo com os resultados que foram publicados na literatura (JOCHEMS et al, 2008;
DWEVEDI; KAYASTHA, 2009; ANSARI; HUSAIN, 2011; BAYRAMOGLU; TUNALI,
ARICA, 2007).

Dwevedi e Kayastha (2009) imobilizaram (-galactosidase em pellets de
quitosana e observaram nenhuma perda de atividade da enzima imobilizada até um
periodo de 40 dias.

Ansari e Husain (2011) imobilizaram (-galactosidase obtido a partir de
Aspergillus oryzae sobre um suporte construido a partir de concanavalina A-Celite
545 e observaram gue a enzima manteve 78% da sua atividade inicial ao fim de 2
meses de armazenamento, enquanto a enzima solluvel reteve apenas 40% de sua
atividade inicial.

Bayramoglu, Tunali e Arica (2007) relataram que [(-galactosidase
imobilizada em esferas magnéticas (poli-metacrilato de glicidilo de etileno e
metacrilato de dimetil) reteve 59% de sua atividade apdés 2 meses de
armazenamento, enquanto que a enzima livre experimentou uma perda completa de

atividade apds 5 semanas de armazenamento.
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Outros autores (JOCHEMS et al., 2011) armazenaram a [(-galactosidase
soltvel e imobilizada obtida a partir de Kluyveromyces lactis a 5°C num tampao tris-
HCI. Eles observaram que a enzima soluvel reteve 46% da sua atividade, apos sete
dias, enquanto que a enzima imobilizada reteve 60% apds 0 mesmo periodo de
tempo de armazenamento. Apés 14 dias, a enzima solluvel havia perdido mais de
80% da sua atividade inicial, enquanto que a enzima imobilizada perdeu apenas
59% da sua atividade inicial.

Em seus estudos, Vieira (2009) imobilizou a enzima B-galactosidase de K.
fragilis (Lactozym 3000L) comercial em quitosana ativada com glutaraldeido e
armazenou por um periodo de 60 dias, a enzima teve sua atividade reduzida em
10%, quando estocada em tampdo, e 20% apds 90 dias de armazenamento,
resultado inferior ao obtido neste trabalho.

De acordo com Zanin e Moraes (2004), a estabilidade de estocagem das
enzimas imobilizadas em solucao, geralmente € superior aquela da enzima solavel,
porém, isto depende do método de imobilizacdo, do suporte e da solucdo em que

esta estocada.
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5 CONCLUSOES

Na selecdo entre as cinco linhagens de Kluyveromyces estudadas neste
trabalho verificou-se que o micro-organismo Kluyveromyces lactis NRRL Y-1564
apresentou maior producédo de B-galactosidase, 3,7 U/mL em 12 h de ensaio. Além
disso, os resultados cinéticos sugerem que a sintese de [3-galactosidase por K. lactis
NRRL Y1564 estd associado com o crescimento celular. O soro de leite
desproteinizado e suplementado com extrato de levedura mostrou-se uma fonte de
carbono alternativa viavel para producao de $-galactosidase.

A méaxima atividade enzimatica foi obtida a pH 6,5 para enzima soluvel e
para a enzima imobilizada a maxima atividade foi a pH 7,0. Uma faixa mais ampla de
pH 6timo de aplicacdo da enzima imobilizada foi observada em comparacdo com a
enzima solavel. A temperatura 6tima para a enzima soluvel e imobilizada foi 50 e
37°C, respectivamente.

O estudo da estabilidade da enzima mostrou que o tempo de meia vida
(t12) da enzima imobilizada foi de 223,6 minutos na temperatura de 40°C, 86,64
minutos na temperatura de 50°C e 1,57 minutos a temperatura de 60°C. O processo
de imobilizacdo conferiu a enzima um aumento da estabilidade térmica em relagéo a
enzima na forma soltvel. O tempo de meia vida (t12) da enzima soltvel foi menor em
todas as temperaturas do que o da imobilizada. O fator de estabilizacdo de 8,26 foi
maior na temperatura de 50°C. Isso mostra que o processo de imobilizacdo foi
satisfatorio, visto que houve aumento na estabilidade térmica da enzima. A maior
estabilidade da -galactosidase imobilizada foi provavelmente uma consequéncia do
novo microambiente fornecido pela matriz de quitosana.

Os valores estimados para as constantes cinéticas de hidrolise de ONPG,
a pH 7,0 e temperatura de 37°C, foram K, igual a 3,34 e 3,68 mM para a enzima
soltvel e imobilizada, respectivamente, e Vs igual a 1,78 e 3,38 mM/min para a
enzima soltuvel e imobilizada, respectivamente. Isto sugere que nao ha alteracao
conformacional experimentada pela enzima durante a imobilizacao.

A enzima [B-galactosidase imobilizada reteve 74% da atividade inicial apés
0 10° ciclo com o uso repetido da enzima. Este resultado evidencia que o processo

de imobilizacdo acarretou uma boa estabilidade operacional a enzima.
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A enzima imobilizada manteve 100% de sua atividade enziméatica inicial
durante um periodo de 93 dias. Em contrapartida, a B-galactosidase soluvel teve a
sua atividade enzimatica reduzida em 9,4% em relacdo a atividade inicial quando
armazenada sob as mesmas condicfes e 0 mesmo periodo de tempo.

A guitosana ativada com glutaraldeido € um suporte alternativo adequado
de baixo custo para imobilizagdo da [(-galactosidase, proporcionando a enzima
imobilizada estabilidades térmicas, operacional e de armazenamento mais elevadas,

em comparacao com a enzima soluvel.

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Otimizar a producao da enzima (-galactosidase em soro de leite para
obtencdo de maior rendimento;
e Testar outras temperaturas durante o cultivo da K. lactis NRRL Y1564;

e Utilizar outros métodos de extracdo da enzima para rompimento das células

da levedura;
e Estudar outros métodos de imobilizacéo;
e Verificar as bandas da enzima através do ensaio de eletroforese;

e Estudar as aplicacdes para a enzima imobilizada utilizando leito fixo.
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ANEXO

Valores estimados para as constantes de desnaturagdo térmica (Ky),
em funcao da temperatura, aplicando modelo de Sadana-Henley (1987).

Temperatura Sadana-Henley (1987)
Kg a R®
B-galactosidase 0,0085 0,4334
0,9990
Solavel +0,0004 | +£0,0127
40°C :
B-galactosidase 0,0044 0,2163
. 0,9934
Imobilizada +0,0010 | £0,1147
B-galactosidase 0,0252 - 1,2008
0,9443
Solavel +0,0408 | +£3,1312
50°C :
B-galactosidase 0,0069 - 0,0845
N 0,9635
Imobilizada +0,0015 | £0,1262
B-galactosidase 3,3503 0,0485 100
60 -C Soluvel +0,0000 | +0,0000 '
B-galactosidase 0,4588 0,0083
. 0,9997
Imobilizada +0,0204 | +£0,0062




