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O soro lacteo apresenta elevada concentracdo de lactose e, consequentemente,
diversas possibilidades de reaproveitamento e valorizagdo. Nesse sentido, a
hidrolise da lactose € um processo promissor para as industrias alimenticias pois
possibilita o desenvolvimento de produtos com baixo teor de lactose ou sem
lactose. Ha diferentes métodos para a conversao de lactose nos produtos lacteos,
sendo a hidrolise enziméatica o mais empregado. Entretanto, devido as aplicacfes
de enzimas livres apresentarem limitacGes, a utilizacdo de enzimas imobilizadas
apresenta vantagens, como a reutilizagdo, aumento da estabilidade do
biocatalisador e melhoria no processo. O objetivo desse trabalho foi otimizar o
processo de imobilizacdo da p-galactosidase Kluyveromyces lactis por adsorcéo e
ligacdo cruzada, utilizando como suporte resina de troca idnica Duolite A568. A
atividade enzimética no teste com a enzima livre foi de 0,782 e com a enzima
imobilizada, sem passar pelo processo de reticulacdo, foi de 0,520. As atividades
foram préximas, demonstrando que o processo adotado para a imobilizacdo foi
adequado. Para o estudo da influéncia da concentracdo de enzima e do volume de
glutaraldeido foi utilizado o planejamento fatorial 22. A variavel significativa do
modelo foi a concentragdo de enzima, sendo que a maior atividade foi de 0,0880
U com a maior concentragdo de 5 mL L™,

1. INTRODUCAO

O leite € um dos produtos alimenticios com maior demanda de producgdo atualmente e o
Brasil € um grande produtor de leite e derivados como queijo e, consequentemente, gera
quantidades significativas de soro lacteo. A lactose é o principal componente de ambos os
produtos, sendo que o soro de leite apresenta elevada concentracéo de lactose, o que confere
valor nutritivo, mas também poluidor, se tratado como residuo, devido a elevada carga de
matéria organica. Dessa forma apresenta potencial promissor de reaproveitamento e
valorizagéo.

Muitos estudos sdo realizados com a lactose devido a sua ampla utilidade em industrias
alimenticias, principalmente relacionados aos alimentos, como fonte de glicose e galactose,
acucares com elevada aplicacdo pelo seu forte poder adocante e maior solubilidade, além de
permitir a obtencdo de produtos economicamente mais atrativos e adequados a alimentacédo de
individuos intolerantes a lactose (MAGALHAES et al., 2011; FISCHER et al., 2013).
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Nesse sentido, a hidrolise da lactose € um processo promissor para a inddstria de
alimentos pois possibilita o desenvolvimento de produtos com teor reduzido de lactose ou
sem lactose. Sendo possivel comercializa-los para as pessoas que sdo intolerantes e, também,
ampliar o aproveitamento de soro lacteo visto que apresenta alto teor de lactose e valor
comercial MUKHOPADHYAY et al., 2003; JURADO et al., 2002; GANZLE et al., 2008).

Hé& diferentes métodos para a conversdo de lactose dos produtos lacteos, tanto pelo
método 4cido quanto pelo método enzimatico. Entretanto, a hidrolise enzimatica € uma
técnica promissora (FISCHER et al.,, 2013). Baseia-se na adicdo de uma enzima f-
galactosidase, livre ou imobilizada, que vai quebrar as moléculas de lactose em galactose e
glicose, exercendo a fungdo de um biocatalisador. Essa técnica além de trabalhar com
temperaturas baixas, reduz as necessidades energéticas, a corrosdo nos equipamentos e a
formagdo de subprodutos indesejaveis (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985; BAILEY; OLLIS,
1986; VAN et al., 2014).

Entretanto, as aplicacbes de enzimas livres em processos industriais tém certas
limitacGes devido ao alto custo e a dificil recuperacdo dessas no final do processo. Nesse
sentido, a utilizagdo de enzimas imobilizadas apresenta vantagens como a reutilizacdo da
enzima, possibilidade de melhorar o processo e aumento da estabilidade do biocatalisador.

A imobilizacdo pode ser realizada a partir de diversos métodos, sendo o método de
adsorcdo fisica o mais simples. Esse método baseia-se na adsorcdo fisica da enzima na
superficie de suportes insollveis, por meio de interacdes de Van der Waals, interacGes
hidrofobicas, ligacbes de hidrogénio e interacdes especificas (CHIBATA, 1978;
BICKERSTAFF, 1997; PANESAR, 2010). Apesar de ndo provocar alteracbes na estrutura
inicial da enzima uma desvantagem é que pode ocorrer a desor¢do da enzima durante a sua
utilizagdo. Assim, posterior ligagdo cruzada pode ser realizada a fim de reticular a enzima e
contribuir para a sua estabilizacdo, geralmente sdo utilizados reagentes bi ou multifuncionais
como glutaraldeido e disocianato de tolueno. As resinas de troca i6nica sdo mais empregadas
envolvendo, basicamente, interagdes ibnicas e eletrostaticas. (PANESAR et al., 2010).

Dentre os suportes, destaca-se a resina Duolite A568, um trocador aniénico fracamente
basico, baseado em ligacdo cruzada de fenol-formaldeido, usado como suporte (organico
sintético) de enzimas em aplicaces de bioprocessos alimenticios. A imobilizacdo em resinas
de troca ibnica envolve interacGes entre os ions da proteina e os ions de carga oposta da
resina. A estabilidade da enzima adsorvida pode ser melhorada por criacdo de ligagOes
cruzadas adicionais (MATEO et al., 2001; LETCA et al., 2004).

Diante desse contexto o trabalho objetiva otimizar o processo de imobilizagédo de uma
enzima microbiana em resina de troca i6nica para ser utilizada na hidrolise de lactose de leite
e de soro de leite.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Materiais

2.1.1 Enzima e Suporte
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A enzima utilizada foi a enzima comercial S-galactosidase Kluyveromyces lactis e para
a sua imobilizacdo foi utilizada a resina de troca ionica Duolite A568.

Utilizou-se como substrato solucio de lactose 50 g L™t em solucgdo tampdo fosfato de
potdssio 1M pH 6,8. Sendo que para todas as solugdes necessarias para as analises foi
utilizado esse mesmo tampao a fim de aproximar as condicdes do leite e do soro de leite.

A unidade experimental foi montada no laboratdrio de aulas praticas da Universidade de
Passo Fundo (UPF), onde foram realizados os experimentos com a enzima livre e
imobilizada. O volume atil do reator foi de 250 ml, qual foi dotado de um banho com controle
de temperatura e submetido a agitacdo magnética. Para os testes com a enzima imobilizada foi
utilizada uma cesta de 100 mesh com a inser¢éo do biocatalisador.

2.2 Métodos

2.2.1 Ativacéao do suporte

A resina Duolite foi ativada de acordo com a metodologia do fabricante (Rohm Hass)
sendo utilizada solucéo de acido cloridrico (HCI aq)) e hidroxido de sédio (NaOH (ag)), ambos
1M, na razdo de dez volumes de solucdo por volume de resina. Inicialmente foi adicionada na
resina a solucdo de HCI (q) e submetido em incubadora rotativa por 30 minutos e agitacdo de
50 rpm, posteriormente a resina foi lavada com agua destilada e adicionada a solucdo de
NaOH (q) que foi submetido as mesmas condig¢des. No final do processo, a resina foi lavada
novamente e seca a temperatura ambiente.

2.2.2 Imobilizacéo e Reticulacéo

Para a realizacdo da imobilizacdo adaptou-se o procedimento proposto por GUIDINI et
al. (2010), no reator batelada foram adicionados 10 mL da solugdo de f-galactosidase com
concentragdes de 1 mL L, 3 mL L' e 5 mL L%, e 0,5 gramas de resina Duolite A568,
previamente ativada, sendo submetido a incubadora rotativa durante uma hora, com agitacéo
de 50 rpm e temperatura de 25°C.

O processo de reticulacdo baseado na ligacdo cruzada também foi realizado utilizando o
procedimento proposto por GUIDINI et al. (2010), a enzima imobilizada foi lavada com
solucéo tampéo e foram adicionados volumes de 1,25 mL, 2,5 mL e 3,75 mL da solugéo de
glutaraldeido 3,5 g L, e acordo com cada ensaio. Sendo disposto, posteriormente, em
incubadora rotativa nas mesmas condic¢des do processo de imobilizacao.

2.2.3 Ensaio com a enzima livre
Os ensaios com a enzima livre foram realizados em reatores nas condicOes

especificadas no item 2.1.3. A enzima foi introduzida diretamente em 100 mL de solugéo de
lactose com concentragdo de 50 g L™ e temperatura controlada entre 35 a 37°C.

2.2.4 Planejamento Experimental
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A determinacdo da melhor condicdo experimental para a reticulacdo da enzima
imobilizada foi definida com a utilizacdo de um planejamento experimental 22, utilizando o
software Statistica 7.0, com o intuito de avaliar a influéncia da concentracdo da solucao
enzimética e o volume de glutaraldeido a 3,5 g L. A resposta estudada foi gramas de glicose
formada por litro por minuto por grama de biocatalisador.

2.2.5 Métodos Analiticos

Para determinar a atividade catalitica dos experimentos com a enzima imobilizada usou-
se 0 método das velocidades iniciais da reacdo. Em cada experimento foram retiradas cinco
amostras do meio reacional nos tempos 3, 6, 9, 12 e 15 minutos. Cada amostra era introduzida
em um tubo de ensaio, 0s quais eram imediatamente colocados em um banho de agua em
ebuli¢do por 10 minutos para a completa inativacdo da [3-galactosidase.

A concentracdo da glicose formada foi determinada conforme procedimento descrito
por Mandels; Hontz e Nystrom (1974), realizadas por espectrofotometria-VIS para a
quantificacdo da glicose, pelo método de glicose-oxidase. A unidade de atividade (U) foi
definida como grama de glicose por litro por minuto por grama de biocatalisador (g.glicose L
! min? g.biocatalisador).

A atividade a partir do método das atividades iniciais, para cada reacdo da hidrélise de
lactose, foi obtida pela inclinacdo das equaces lineares de concentracdo de glicose em func¢éo
do tempo de reagdo. Os experimentos foram realizados em duplicata e a atividade foi
calculada a partir da curva padrdo desenvolvida.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os primeiros experimentos realizados foram com a enzima livre no meio reacional e
com a enzima imobilizada sem passar pela etapa de reticulacdo a fim de obter comparacdes
preliminares dos resultados. Na Tabela 1 estéo apresentados os resultados obtidos.

Tabela 1: Hidrélise enzimética de lactose com a enzima livre e imobilizada

Ensaios Concentragio da enzima  Atividade (g.glicose L
(mL LY min?)
Enzima livre 5 0,782
Enzima imobilizada 5 0,520

Analisando os resultados apresentados na Tabela 1, verifica-se a proximidade da
atividade catalitica obtida pela enzima livre e imobilizada. E possivel observar que a atividade
foi maior quando utilizada a enzima livre, o que ja é esperado pois ha um contato direto dela
com a solucédo de lactose. No estudo do processo de imobilizacdo de enzima S-galactosidase
Aspergillus oryzae de Guidini, 2009 foi obtida uma atividade sem reticulagcdo de 0,649 U.
Percebe-se que os resultados estdo proximos visto que ainda serdo otimizados, indicando que
0 procedimento adotado para imobilizac¢do foi adequado.
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Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados de cada experimento do planejamento
experimental.

Tabela 2: Atividade enzimatica obtida em cada experimento do planejamento experimental 22

Experimentos Concentragdo de enzima Volume de Atividade U
(mL LY glutaraldeido (mL)  (g.glicose L™t min g.suporte™)
1 1(-1) 3,75 (1) 0,0438
2 3(0) 2,5 (0) 0,0316
3 5() 1,25 (-1) 0,0880
4 3(0) 2,5 (0) 0,0356
5 3(0) 2,5(0) 0,0420
6 1(-1) 1,25 (-1) 0,0414
7 5() 3,75 (1) 0,0790
8 3(0) 2,5 (0) 0,0458

Analisando a Tabela 2 pode-se observar que a atividade variou de 0,0316 a 0,0880 U.
Sendo o maior valor de atividade no experimento 3 que é o ponto de maior concentracao de
enzima. Os resultados obtidos de atividade enzimética foram ajustados pelo planejamento
experimental 22, utilizando o software Statistica 7.0. Foi considerado, nivel de confianca de
90%, valor p < 0,1. A variavel significativa do modelo foi a concentracéo de enzima, sendo p
= 0,0207 para a concentracao de enzima e p = 0,4398 para o volume de glutaraldeido.

A Figura 1 apresenta o comportamento da variavel resposta.

Figura 1: Comportamento da variavel resposta
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Observando a Figura 1 verifica-se que a tendéncia de melhores atividades ocorre com
maior concentracdo de enzima, 0 que é esperado visto que ha mais biocatalisador para
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hidrolisar o mesmo volume de solucéo. Esta tendéncia pode ser confirmada nos experimentos
3 e 7, indicados na Tabela 2. A quantidade de glutaraldeido ndo foi significativa no processo o
que pode estar relacionado com a concentracdo alta para uma pequena variacdo dos volumes
analisados.

4. CONCLUSAO

As atividades enzimaticas obtidas nos ensaios com a enzima livre e imobilizada foram
préximas sugerindo que o procedimento de adsorcao fisica utilizando a resina Duolite foi
eficiente para a imobilizag&o da enzima.

Com os resultados obtidos no planejamento experimental foi possivel observar que
quanto maior a concentracdo de enzima maior foi a atividade enzimatica, e que o volume de
glutaraldeido ndo apresentou influéncia significativa no processo. Entretanto, a atividade da
enzima imobilizada, sem o tratamento de glutaraldeido, foi maior quando comparado aos
ensaios realizados com imobilizacao e posterior ligacdo cruzada. Indicando a necessidade em
melhorar o processo de reticulagdo a fim de tornar viavel econdmica e industrialmente a
hidrodlise da lactose.

Diante desse contexto, os resultados foram satisfatérios, pois demonstram caminhos
promissores para o processo de imobilizagdo de enzima, hidrélise de lactose e aproveitamento
de residuos e subprodutos agroindustriais.
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