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RESUMO — A enzima B-galactosidase é muito utilizada na industria de alimentos uma vez que
hidrolisa a lactose em monossacarideos mais soltveis e com menor tendéncia a cristalizacdo. Uma
das principais aplicag¢oes da enzima B-galactosidase é a hidrdlise da lactose, que pode ser conduzida
em condi¢bes amenas de operacdo (temperatura ambiente e pH proximo da neutralidade). Um
grande numero de suportes tém sido usados para a imobilizagdo da f-galactosidase, que devem ser
inertes e possuir caracteristicas desejadas de acordo com a aplicacdo da imobilizacdo. Neste
contexto, a quitosana, usada para imobilizacdo da enzima neste trabalho, apresenta-se como
promissor, devido ao seu baixo custo e a facilidade do processo de preparacdo do catalisador. A
reacdo de hidrolise de lactose por B-galactosidase soltvel e imobilizada tem sido modelada em
termos de inibicdo pelos produtos, especialmente pela galactose. Na maioria dos trabalhos
cientificos, a galactose atua como um inibidor competitivo, ao passo que a glicose ndo atua como
inibidor. Este trabalho teve como objetivo determinar a influéncia da concentragdo de substrato e
produto na hidrolise de lactose catalisada por B-galactosidase de Kluyveromyces lactis NRRL
Y1564 imobilizada, avaliando os modelos cinéticos através da comparacdo com os resultados
experimentais.

Palavras chave: hidrdlise, B-galactosidase e imobizada.

INTRODUCAO paralelas complexas, no entanto na hidrolise
enzimética as condi¢des de operacdo sdo mais
suaves com relagcdo a temperatura e pH gama

de aplicagdes industriais.

A enzima [-galactosidase é muito
utilizada na industria de alimentos uma vez

que hidrolisa a lactose em monossacarideos
mais sollveis, doces e com menor tendéncia a
cristalizacdo. A hidrolise da lactose pode ser
realizada também por catalise &cida sendo
exigido alta concentracdo de acido e altas
temperaturas, além de promover reacOes

O objetivo do trabalho foi determinar
a influéncia da concentracdo de substrato e
produto na hidrdlise de lactose catalisada por
B-galactosidase de Kluyveromyces lactis
NRRL Y1564, avaliando os modelos cinéticos
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através da comparacdo com o0s resultados
experimentais.

METODOLOGIA

Microrganismo
A espécie Kluyveromyces lactis NRRL Y1564
foi doada pelo USDA (United States
Department of Agriculture) .A cultura estoque
foi mantida em meio agar YEPD (contendo:
extrato de levedura 10 g/L; peptona 20 g/L;
glicose 20 g/L e agar 20 g/L) sob refrigeracéo.

Preparo do indculo

A cepa de Kluyveromyces lactis foi repicada
em meio agar YEPD (contendo: agar 20 g/L;
dextrose 20 g/L; extrato de levedura 10 g/L e
peptona 20 ¢/L) e incubada em estufa
bacterioldgica a 30 °C por 24h, para ativago.
Apbs esse periodo, foram transferidas por
meio de uma alca, colonias para os respectivos
meios de propagacdo de inoculo, incubado a
30 °C, sob agitacdo de 180 rpm por 24 h. Apds
as 24 h, a densidade 6tica (DO) do mesmo foi
lida a 620 nm em espectrofotbmetro, com
leitura da DO na faixa de 1,0 %= 0,1,
prosseguia-se para 0 ensaio do cultivo do
micro-organismo inoculando 10% (v/v) do
volume desse in6culo em 50 mL de meio de
cultivo.

Cultivo para a produgéo de pB-galactosidase

50 mL de soro de leite pre-tratado de acordo
com Santiago et al., (2004) e Lima (2011) foi
distribuido em frascos Erlermeyers de 250 mL
e esterilizado a 115 °C por 10 min. Depois de
esterilizados, esse soro serviu como fonte de
substrato na fermentacdo da levedura
Kluyveromyces lactis.As condi¢des do ensaio
foram as mesmas condic¢des da propagacéo do
in6culo: 30 °C, 180 rpm com o tempo de 14 h.
Apos o término da fermentagdo, as amostras
foram retiradas para andlise de biomassa, pH e
determinacéo da atividade enzimatica.

Ruptura celular

O método de ruptura celular foi o do agitador
do tipo vortex associado a micropérolas de
vidro Segundo Medeiros et al., (2008).. O
primeiro foi realizado através de ensaios de
ruptura com cargas de pérolas de vidro de 1,10
g/mL por um periodo de 30 min, com
intervalos de 2 min em banho de gelo a cada 5
min de processo de agitacéo.

Determinacdo da atividade da enzima -
galactosidase através da hidrdlise substrato
ONPG

Para a determinacdo da atividade inicial
hidrolitica da enzima, utilizou-se o substrato
sintético  o-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo
(ONPG), a 37°C e pH 6,6. Para a enzima
soltvel, 2 mL de ONPG 1,25 mM, em tampéo
fosfato de potassio 50 mM com MnCl,. 4H,0
0,1 mM a pH 6,6, foram colocados em tubos
de ensaios. Em seguida os tubos foram
colocados no banho-maria a 37 °C para
estabilidade termica e adicionou-se uma
amostra de 50 pL do extrato enzimatico
contendo B-galactosidase. Apds 5 minutos,
parou-se a reacdo pela adicdo de 0,5 mL de
carbonato de sodio 1M. A atividade foi
determinada por meio de um
espectrofotometro a 420 nm e calculada de
acordo com a Equagéo 1:
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Sendo: A - absorbancia lida; V; - volume total = 2,55 mL; V, -
volume de enzima = 0,05 mL; t - tempo de reacdo = 5 min; L -
caminho dptico = 1 cm; ¢ - coeficiente de extincdo = 4,53
mol/cm.

A atividade da p-galactosidase
imobilizada foi realizada colocando a massa
necessaria para uma carga de 3,8U/g do
derivado imobilizado em um reator a 37 °C,
contendo 5 mL de solucdo de ONPG 1,25 mM
em tampao fosfato de potéassio 50 mM pH 6,6
com 0,1 mM de MnCl,, 4H,0 mantido sob



agitacdo. Apos 5 minutos de hidrolise, retirou-
se 2 mL dessa solucdo com um filtro e
adicionou-se 0,5 mL de carbonato de sddio 1
M. A atividade do imobilizado pode ser
calculada de acordo com Equagéo 2.

AxV, (2)

eX L xMperyapo X t

Atderivado(U/g) =

Sendo: A - absorbéancia lida; V; - volume total = 2,55 mL; t -
tempo de reagdo = 5 min; L - caminho optico = lcm; € -
coeficiente de extin¢do = 4,53 mol/cm; Mpgrjvapo = Massa de
gel em g.

Determinacéo do pH 6timo para a atividade
da B-galactosidase soltvel e imobilizada

O pH o6timo da enzima B-galactosidase foi
determinado através da hidrdlise da lactose 5%
(m/v) a 40 °C, em tampédo fosfato 100 mM
contendo de MnCl, e 0,2 mM de MgCl,. Os
valores de pH do meio reacional variaram de
5,5a8,0.

Determinacdo da temperatura 6tima para a
atividade da p-galactosidase solavel e
imobilizada

A temperatura 6tima de hidrélise de lactose da
enzima [B-galactosidase foi determinada
utilizando uma solucéo sintética em tampao de
fosfato de potéassio 100 mM com 0,1 mM de
MnCl; e 0,2 mM de MgCly, pH 7,0. Variou-se
a temperatura de incubacdo de 30 a 50 °C e 0
tempo de reacgéo foi de 10 min.

Preparacdo das particulas de quitosana e
ativacao

As particulas de quitosana foram preparadas
de acordo com a metodologia descrita por
Vieira (2009). Quitosana em po6 foi
solubilizada em 4&cido acético 2,0% (v/v) e
homogeneizada por 30 minutos em agitador
mecanico a temperatura ambiente.
Posteriormente, 30 mL desta solucdo foi
colocada em um reator a 50°C e adicinou-se 45
mL de KOH 0,5 M como agente coagulante,

mantendo a agitagdo por mais 30 minutos.
Seguiu-se entdo para ativacdo deste suporte,
adicionando-se glutaraldeido 0,8%; (v/v), sob
a solucdo de quitosana coagulada com KOH.
Ap6s 30 minutos de ativacdo a 50°C, as
particulas foram lavadas com agua destilada e
secas utilizando uma bomba a vacuo

Imobiliza¢ao da enzima B-galactosidase

A B-galactosidase foi imobilizada em gel de
quitosana ativado com glutaraldeido 0,8%, em
pH 7,0 e a 25 ° em tampé&o fosfato de potassio
100 mM, contendo 0,1 mM de MnCl; e 0,2
mM de MgCl,, sob agitacdo suave em agitador
rotatério por 5h .O gel de quitosana foi com
agua destilada e secado a vacuo. Depois,
analisou-se a atividade pelo método do
substrato ONPG.

Determinacgédo da atividade de hidrolise de
lactose pela enzima sollvel e imobilizada

A atividade p-galactosidase também foi
determinada pela a hidrolise da lactose PA,
que foi conduzida em tubos de ensaios de 10
mL contendo 5 mL solugdo sintética (lactose
5,0% (m/v) em tampao de fosfato de potéssio
100mM com 0,1 mM de MnCl, e 0,2 mM de
MgCl, pH 7,0), a temperatura de 37 °C por 10
min. A glicose produzida foi quantificada pelo
0 método GOD-PAP utilizando um kit
enzimatico para a dosagem de glicose
(Bezerrar, 2010). Uma unidade de p-
galactosidase foi definida como a quantidade
de enzima capaz de liberar um micromol de
glicose por minuto nas condi¢bGes descritas
acima.

Para a enzima soluvel, adicionaram-se
80 microlitros da enzima soluvel previamente
diluida. Ap6s 10 minutos, retiraram-se as
amostras (150 pL), interrompeu-se a reacgédo
pela adicdo de 150 pL de 0,1 M NaOH. A
atividade foi calculada de acordo a Equacao 3:
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Sendo: A - absorbancia lida (mg/mL); V; -
volume total = 5mL; ty - tempo da reacdo de
hidrélise = 10 min; Ve - volume de enzima =
0,08 mL;

A atividade da  PB-galactosidase
imobilizada foi determinada em reator
batelada mantida a 37° C contendo a solugéo
de substrato, sob agitacdo mecanica suave.
Amostras foram retiradas do sobrenadante e a
glicose produzida foi quantificada. A atividade
do derivado foi calculada de acordo a equacao:

AxV, x55

At . (Ulg) =
derlvado( g) tme

(4)

enzima

Sendo: A - absorbéancia lida (mg/mL); V; -
volume total = 5mL; ty - tempo da reacdo de
hidrélise = 10 min; Menzima = Massa de gel em
g.

Hidrolise da solucdo de lactose utilizando a
B- galactosidase imobilizada.

O ensaio foi realizado através da hidrélise

comercial da lactose. A reagéo foi conduzida
em reatores encamisados contendo 20 mL de
solucéo de lactose 1% e 5% (m/v) em tampé&o
fostato 100mM pH 7,0 adicionado de 0,1 mM

de MnCI2 e 2 mM de MgCI2 em temperatura
de 40°C. Os 10 minutos iniciais foram para
estabilizacéo da temperatura. Entdo, retirou-se
0 branco e adicionou 3,8 U/g em massa de
imobilizado. A reacdo foi conduzida por 60
minutos retirando aliquota a cada 10 minutos
adicionando-a em uma amostra de 0,1 M de
NaOH para interromper a reacdo. A
quantificacdo da glicose foi feita pelo método
GOD-PAP utilizando produto enzimatico para
dosagem de glicose (TRINDER, 1969). A
quantidade foi analisada
espectrofotometricamente, com um
comprimento de onda de 550 nm.

Hidrolise da solucdo de lactose acrescida de
galactose utilizando a B- galactosidase
imobilizada.

O ensaio foi realizado através da hidrélise
comercial da lactose A reacédo foi conduzida
em reatores encamisados contendo 20 mL de
solucgéo de lactose 1% e 5% (m/v) em tampé&o
fostato 100mM pH 7,0 adicionado de 0,1 mM
de MnCI2 e 2 mM de MgCI2 acrescido de 2%
de galactose (m/v) em temperatura de 40°C.
Os 10 minutos iniciais foram para
estabilizacdo da temperatura. Entdo, retirou-se
0 branco e adicionou 3,8 U/g em massa de
imobilizado. A reacdo foi conduzida por 60
minutos retirando aliquota a cada 10 minutos
adicionando-a em uma amostra de 0,1 M de
NaOH para interromper a reagéo.. A
quantificacdo da glicose foi feita pelo método
GOD-PAP utilizando produto enzimatico para
dosagem de glicose (TRINDER, 1969). A
quantidade foi analisada
espectrofotometricamente, com um
comprimento de onda de 550 nm.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo da temperatura Otima da
enzima.

A Figura 1. mostra a influéncia da
temperatura na atividade de hidrolise de
lactose catalisada pela enzima B-galactosidase
solivel e imobilizada em quitosana ativada
com glutaraldeido. Observa-se que a
temperatura Otima para a enzima -
galactosidase soluvel e imobilizada foi 40 °C.
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Figura 1. Influéncia da temperatura sobre a atividade
de hidrdlise de lactose catalisada por B-galactosidase soluvel
e imobilizada. Legenda: (m) enzima solGvel; (®m) enzima
imobilizada.

Determinacéo do pH 6timo da enzima

A Figura 2 mostra a influéncia do pH na
atividade da enzima livre e imobilizada,
mostrando que a faixa de pH étimo é entre 6,5
a 7 tanto para a enzima soltvel e imobilizada.
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Figura 2. Influéncia do pH sobre a atividade
hidrolitica da B-galactosidase solivel e imobilizada na
hidrélise de lactose a 40 °C. (W) enzima sollvel e (®)
enzima imobilizada.

A atividade relativa (A;) foi definida
como a razao entre a atividade enzimatica do

Velocidade mol/L.s

estado final (A) e a atividade enzimatica do
estado inicial (Ao).

O pH otimo da enzima depende de
fatores tais como, pKa dos grupos de
aminoacidos presentes no sitio ativo da
enzima, microambiente em torno do sitio
ativo e a polaridade da solucdo do solvente
(Price e Stevens, 2000).

Hidroélise de lactose catalisada por -
galactosidase
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Figura 3. Hidrolise da lactose, avaliando diferentes
concentragdes iniciais de substrato, ajustado a cinética de
Michaellis-Menten para p-galactosidase (®) Sem a presenca
de inibidor (m) Com a presenca de inibidor (20 g¢/L

galactose).
Velocidade max (Vmax) Km
mol/L.min mol/L
1,15x10° + 8,72x107 0,081 +0,01221
Enzima

1,8x10 +2,23x10° 0,1595 + 0,0281
Enzima com Inibidor

Tabela 1. Parametros cinéticos da hidrolise da
lactose usando a enzima B-galactosidase imobilizada .

O modelo de Michaellis-Menten ajustou-se
bem a cinética de hidrolise da lactose pela
enzima B-imobilizada com e sem a presenga
do inibidor (produto — galactose).

Ndo foi observado um comportamento
diferente para os dois estudos da hidrolise da



lactose, perfis iguais considerando o desvio
padréo.

O parametro velocidade maxima (Vméax) foi
proximo para as duas cinéticas, resultado ja
esperado para um tipo de inibicdo
competitiva.

O valor de Km aumentou (Km®*) indicando
que a presenca de galactose no inicio da
reacdo diminui a afinidade da enzima pelo
substrato lactose, pois a galactose compete
pelo sitio ativo da enzima.

CONCLUSAO

A temperatura 6tima e pH 6timo da enzima
B-galactosidase foram 40 °C e 7,0,
respectivamente, para a hidrolise da lactose
usando a enzima soltvel ou imobilizada.

O modelo de Michaellis-Menten ajustou-se
bem a cinética de hidrolise da lactose pela
enzima B-imobilizada com e sem a presenga
do inibidor (produto — galactose).

Os valores dos parametros obtidos foram Km
para a cinética sem inibidor e com inibidor
foram 0,081 e 0,1595 mol/L, respectivamente.
Os valores de Vmax foram aproximadamente
iguais a 1,15x10° e 1,8x10® mol/L.min,
respectivamente.

Né&o observou uma diferenga entre o perfil da
cinética conduzida sem a presenca do inibidor
galactose e com a presenca na concentracao
estudada de 20 g/L.

Com base nos resultados exposto, a enzima -
galactosidase imobilizada mostrou-se
eficiente na hidrdlise da lactose, inclusive na
presenca do inibidor na concentracdo
avaliada.
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