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RESUMO - A intolerancia a lactose ¢ um problema - cada vez mais comum,
tornando a hidrélise de lactose um processo promissor para a industria de
alimentos, pois permite a produg¢dao de produtos livres de lactose. A enzima B-
galactosidase, usualmente conhecida como lactase, catalisa, entre outras, a reacao
de hidrolise da lactose a B-D-galactose e a-D-glicose. O uso dessa enzima na
forma imobilizada se torna mais viavel, pois permite a sua reutilizagdo, e pode
proporciona maior estabilidade. Foi estudado o processo obtengdo de f3-
galactosidase imobilizada em Duolite A-568. A atividade enzimatica foi
determinada pelo método das taxas inicias de hidrélise de lactose em microreator.
Foi analisada a estabilidade térmica da enzima imobilizada, no processo de
hidrolise. Dessa forma foi verificada uma forte dependéncia da enzima
imobilizada em relagdo a temperatura. Para as temperaturas de 60,0, 57,5 e 55,0
°C foi observado um patamar de estabilidade até os 30 minutos de incubacao, a
partir dai observa-se o processo de inativagao térmica. Para a temperatura de 55,0
°C, ap6s 140 minutos o biocatalisador reteve 77% da atividade em relacdo a
inicial.

1. INTRODUCAO

A lactose é um dissacarideo abundante no leite € no soro de leite, contudo a sua
utilizacao em produtos lacteos ¢ bastante limitada devido ao seu baixo poder adogante, a sua
baixa solubilidade, forte tendéncia a absorver odores e sabores, além de ser um agucar
higroscopico, o que causa o endurecimento dos derivados lacteos em p6. Outra restricdo deve-
se a intolerancia a este dissacarideo por grande parte da populagdo mundial. A utilizagdo de
soro de leite tem sido limitada, sendo este normalmente descartado como um efluente de
dificil degradagdo, em fun¢ao de seu alto teor de lactose (Carminatti, 2001).

O leite ¢ um alimento basico da dieta , principalmente para criancas. E considerado a
primeira fonte de nutrientes para os mamiferos e a maior fonte de calcio absorvivel a
disposi¢ao do homem (Leite, 2009). Entretanto, grande parte da populacdo mundial ndo pode
desfrutar dos beneficios proporcionados pelo leite devido a algum grau de rejeicdo aos
produtos lacteos. A intolerancia a lactose ¢ um problema comum, estimado em 20-25% na
populagdo brasileira de acordo com a Escola Paulista de Medicina, apesar de pouco
diagnosticada (Freitas, 2007).
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Assim a hidrdlise da lactose ¢ um processo promissor para industria de alimentos
porque possibilita o desenvolvimento de novos produtos sem lactose. Enzimas adequadas a
serem usadas na industria de alimentos sdo produzidas por micro-organismos considerados
seguros. Para a hidrolise de lactose em leite e produtos lacteos, enzimas de leveduras
Kluyveromyces lactis ou marxianus ¢ fungos filamentosos Aspergillus niger e oryzae sao
aceitas (Freitas, 2007).

A enzima [-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) ¢ uma proteina usualmente chamada de
lactase, ou ainda pelo nome sistematico B-D-galactosideo-galactohidrolase, ¢ classificada
como hidrolase e catalisa, entre outras, a reacao de hidrolise da lactose a B-D-galactose e a-D-
glicose. (Almeida e Pastore, 2001; Vinhal, 2001).

A enzima [-galactosidase pode ser utilizada na forma de enzima solavel, que ¢
normalmente utilizada em processos batelada e na forma imobilizada, que opera tanto em
batelada quanto em operagdo continua. Devido ao alto custo da enzima, o sistema de
imobilizacdo de B-galactosidase continua a ser mais viavel economicamente do que os
sistemas enzimaticos livres, uma vez que estes processos podem ser realizados continuamente
por oferecerem a possibilidade de reutilizagdo da enzima, além de conferir uma maior
estabilidade. Atualmente B-galactosidase imobilizada tem sido extensivamente utilizada para
hidrdlise de lactose presente no leite/soro e tem sido testada a sua aplicagao para producao de
galacto-oligossacarideos (Panesar et al., 2010).

Mateo et al. (2007) estudaram a melhoria da estabilidade, atividade e seletividade de
enzimas através de técnicas de imobilizagdo e verificaram que a ocorréncia de ligagdes
covalentes multipontuais pode aumentar a rigidez da estrutura tridimensional da molécula da
enzima, e por consequéncia, aumentar a estabilidade da enzima imobilizada frente a diferentes
agentes inativantes, tais como, temperatura, pH, solventes organicos entre outros.

A utilizacdo de resina como suporte no processo de imobilizacdo de enzimas ¢ de
suma importancia na obtencdo de biocatalisadores enzimaticos para aplicacdo nas mais
variadas industriasA resina de troca idnica permite rapido isolamento e separagdo ao final da
reacdo, reduzindo o custo operacional de separacdo da enzima imobilizada do meio reacional
(Letca et al., 2004).

Com base no exposto, neste trabalho objetivou-se estudar a estabilidade térmica da
enzima B-galactosidase de Aspergillus. oryzae imobilizada em resina de troca i6nica Duolite
A568 por combinacdo dos métodos de adsorcdo fisica, ligacdo covalente multipontual e
ligacdo cruzada.

2. MATERIAS E METODOS

2.1 Material

Foi utilizada a enzima B-galactosidase de Aspergillus oryzae (E.C. 3.2.1.23) da marca
Sigma. Como suporte de imobilizacdo foi utilizado a resina de troca i6nica, Duolite A-568,
doada pela Dow Brasil S.A. Como substratos foram utilizados solugdo de lactose em tampao
acetato pH 4,5 e permeado de soro de leite em po6 produzido pela empresa SOORO situada em
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Marechal Candido Rondon no Estado do Parand. Os demais reagentes foram todos de grau
analitico.

2.2 Obtencao do Biocatalisador Imobilizado

O processo de imobilizagdo foi dividido em trés etapas. A primeira etapa consistiu na
adsor¢ao da enzima na resina, foi incubado 0,5 g da resina em 10 mL de solu¢do enzimatica 5
g/L preparada em tampao acetato 10-'M pH 4,5, sob agitacdo a 25 = 1°C por 15 horas. Na
etapa de estabilizagdo, o derivado enzimatico foi incubado em 10 mL de tampéo fosfato10!
M pH 9, sob agita¢do por 24 h. Na etapa de reticulacdo, 5 mL da solucdo de glutaraldeido 3,5
g/L foi adicionada a enzima imobilizada e manteve-se este sistema sob agitacao por 1,5 h.

2.3 Determinacio da Atividade de B-Galactosidase Imobilizada

A atividade catalitica da B-galactosidase imobilizada foi determinada pelo método das
taxas iniciais da reacdo de hidrolise de lactose, em um micro-reator de mistura contendo 100
mL de solucdo de lactose a 50 g/L em pH 4,5 a 35°C, com as particulas de enzima
imobilizada retidas em um cesto de aco inox, conforme Guidini et al. (2010) que estudou a
influéncia conjunta de temperatura e pH na atividade do biocatalisador ¢ obteve pH 4,5 e
temperatura de 35 °C como as condi¢des Otimas de operagdo. A glicose formada esta foi
dosada pelo método da glicose-oxidase (Bao et al., 2004). A unidade de atividade (U) foi
definida como grama de glicose produzida por litro do meio por minuto por grama de enzima
imobilizada.

2.4 Estudo da estabilidade térmica da pB-galactosidade imobilizada na
hidrolise de lactose

Com a finalidade de estudar a estabilidade térmica da enzima b-galactosidase
imobilizada, as amostras sdo colocadas em 50 mL de tampao de acetato pH 4,5 e incubadas
num banho termostatico de temperatura variando 55,0 — 65,0 °C. Para cada temperatura de
incubacdo, as amostras do biocatalisador imobilizado foram removidas em intervalos de
tempo apropriados (5 em 5 minutos a 65,0+ 1°C,7em 7a 62,5+ 1 C, 10 em 10 minutos a
60,0 £ 1 C, 15 em 15 minutos a 57,5 £ 1 o C, 20 em 20 minutos a 55,0 £ 1 o C). Estas
amostras foram rapidamente arrefecidos num banho de gelo, e a atividade residual foi
determinada pela taxa inicial de reacdo com uma concentragdo inicial de lactose de 50 g/ L,
pH4,5a35,0°C.

Os tempos de meia vida foram determinados para cada temperatura, considerando o
melhor ajuste dos dados experimentais utilizando a Equagdo 1 e 2, para os modelos de
desativacdo térmica de primeira ordem e em série com uma Unica etapa, respectivamente. A
energia de ativagdao do processo de desativagdo térmica foi calculada pela Equagdo 3 por uma
regressao linear.

In(0,5)
L, T
d (1)
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In(k, )=1In(

A* = fator de freqiliéncia para a reagdo

)

€)

E, = energia de ativacdo do processo de desativacao térmica

T = temperatura absoluta.
R = constante da lei dos gases

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia da temperatura na estabilidade de [-galactosidase imobilizada foi
estudada a partir dos resultados das atividades relativas em fun¢do do tempo de incubacao,
nas temperaturas estudadas, ilustrados na Figura 1.

Figura 1 — Perfis de inativagdo térmica para [3-galactosidase imobilizada.
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A Figura 1 evidencia a forte dependéncia da estabilidade da enzima imobilizada com a
temperatura. Observa-se que para a temperatura de 65,0 °C, em 15 minutos houve uma queda
de 50% da atividade em relacdo a inicial. Para a temperatura de 62,5°C a inativagao
enzimatica foi um pouco mais lenta, o biocatalisador atingiu 50% de atividade relativa a
aproximadamente 20 minutos de incubacdo. J& para as temperaturas de 60,0 ; 57,5 ¢ 55,0 °C
foi observado um patamar de estabilidade até os 30 minutos de incubagdo, a partir dai
observa-se o processo de inativagdo térmica, no qual a queda da atividade catalitica se
apresenta mais abrupta com o aumento da temperatura.

Foi considerado o melhor o ajuste dos modelos mateméaticos somente na faixa onde foi
observado o processo de desativacdao térmica (40 a 140 minutos). O parametro ajustado ao
modelo de desativacdo de primeira ordem esta representado na Equacao 4.
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A N e(—0,2403x10*2.r)

A4,

Utilizando as constantes de desativacdo térmica (k;) ajustadas ao modelo de
desativagdo térmica de primeira ordem e a Equagdo 5 , foram calculados os tempos de meia-
vida para cada temperatura. Para as temperaturas de 60,0, 57,5 e 55,0°C, o tempos de meia
vida calculados foram acrescidos do tempo em que o biocatalisador permaneceu estavel,
sendo que para as temperaturas de 60,0 e 57,5 °C foi somado 30 minutos e para a temperatura
de 55,0 °C somou-se 40 minutos ao tempo de meia-vida calculado. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 1.

4)

Ll 4 )

Tabela 1 - Valores de k; e tempos de meia-vida calculados pelo modelo de primeira ordem de
desativacao térmica

Temperatura kd R2 ti t1/2(experimenta])
°O) (min 1) (min) (min)
65,0 0,0546 0,92 12,70 15
62,5 0,0313 0,98 22,15 20
60,0 0,0211 0,95 62,85 -
57,5 0,0052 0,92 163,30 -
55,0 0,0024 0,94 328,81 -

Os resultados apresentados estdo em concordancia com o trabalho de Fischer (2010),
que calculou os tempos de meia-vida utilizando o modelo desativacdo térmica de primeira
ordem para (-galactosidase de Aspergillus oryzae imobilizada pela combinagdo dos processos
de adsorcdo e ligacdo cruzada para as temperaturas de 65, 63, 60, 57 ¢ 55 °C e obtive como
resultados 23,03; 58,24; 126,02; 228,79 e 533,15 min, respectivamente.

5. CONCLUSAO

Verificou-se uma forte dependéncia da enzima imobilizada em relagdo a temperatura. A
65,0 °C, em 15 minutos houve uma queda de 50% da atividade em relagdo a inicial. Para as
temperaturas de 60,0 , 57,5 e 55,0 °C foi observado um patamar de estabilidade até os 30
minutos de incubacdo, a partir dai observa-se o processo de inativagdo térmica. O modelo de
desativagdo térmica de primeira ordem se ajustou melhor aos dados experimentais comparado
ao modelo de desativagdo em série em uma Unica etapa para descrever a cinética de
desativagdo térmica da enzima [-galactosidase de Aspergillus oryzae. A energia de ativagao
do processo de desativacdo térmica da enzima [-galactosidase de Aspergillus oryzae
imobilizada em Duolite A568 foi 71,03 kcal/mol com tempo de meia-vida de 5,5 horas a 55,0
°C, o que permite aplicacdo do biocatalisador em processos que exigem temperaturas
moderadas (proximas a 55,0 °C), sem que ocorra perda significativa da atividade do
biocatalisador;
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