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RESUMO – Realizou-se a otimização da imobilização por agregados enzimáticos 

reticulados (Cross-Linked Enzyme Aggregates CLEAs) de β-galactosidase (EC 

3.2.1.23) de Kluyveromyces lactis. A metodologia de preparo dos CLEAs consiste 

na precipitação da proteína e entrecruzamento com grupos amino reativos livres 

em sua superfície, via reação com um reagente bifuncional. Dessa forma, foram 

avaliados os rendimentos de imobilização de derivados preparados com diferentes 

agentes precipitantes (polietilenoglicol 400, álcool terc-butílico, acetona, 

dimetoxietano, etanol e sulfato de amônio), diferentes concentrações de agente 

entrecruzante (0, 0,3, 0,6 e 1 mM) e presença de proteína espaçadora soja nas 

proporções mgSoja/mgEnzima 2 e 4 e mmolGutaraldeído/gProteína Total 2, 2,5 e 3. O 

derivado que apresentou rendimento de imobilização máximo de 74,6% foi 

preparado utilizando álcool terc-butílico, glutaraldeído na razão 2 mmolG/gProteína 

Total e razão entre proteína espaçadora soja e enzima, respectivamente, 0,4 mg/0,2 

mg. 

  

1. INTRODUÇÃO  

Os chamados agregados enzimáticos reticulados (Cross-linked Enzymes Aggregates - 

CLEAs) são obtidos por meio da preparação e imobilização enzimáticas em um único passo. 

A metodologia consiste na precipitação da proteína e entrecruzamento com grupos amino 

reativos livres de lisina em sua superfície, via reação com um reagente bifuncional, tal como 

glutaraldeído (Sheldon, 2010). A metodologia CLEA, demonstrada pela Figura 1, é simples, 

amplamente aplicável, não requer uma enzima altamente purificada ou uma matriz sólida 

(Sheldon et al., 2013). O método pode, ainda, estabilizar as estruturas quaternárias de enzimas 

multiméricas (Wilson et al., 2004).  

Figura 1 – Representação da preparação dos CLEAs. A enzima solúvel é agregada pela 

ação de um precipitante e, em seguida, ocorre o entrecruzamento dos agregados enzimáticos 

pela ação de um agente intercruzante. 
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A levedura Kluyveromyces lactis é uma importante fonte comercial de β-galactosidase 

(EC.3.2.1.23) (β-gal) (Rodriguez-Colinas et al., 2011), a qual é um tetrâmero de massa 

molecular de 119 kDa (Pereira-Rodríguez et al., 2012). Essa enzima multimérica hidrolisa a 

lactose nos monômeros glicose e galactose e, também, pode ser utilizada na 

transgalactosilação da lactose, para sintetizar galacto-oligossacarídeos (GOS) (Panesar et al., 

2010). 

A β-gal imobilizada por CLEA foi reportada em várias obras da literatura (Schoevaart et 

al., 2004; Gaur et al., 2006; Sheldon, 2010; Li et al., 2015). Contudo, não foi avaliada a β-gal 

de K. lactis ou a adição de uma proteína espaçadora durante a imobilização, visando a 

diminuição da resistência à transferência de massa e o entrecruzamento excessivo. Portanto, 

neste trabalho, foram estudados CLEAs de β-gal de K. lactis. Os efeitos de diferentes agentes 

precipitantes e diferentes concentrações de agente entrecruzante e proteína espaçadora foram 

avaliados na atividade da enzima. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1. Materiais 

Nos ensaios, foi utilizada a enzima comercial β-galactosidase (EC 3.2.1.23) de 

Kluyveromyces lactis (Lactozym 3000L), adquirida de Novozymes AS. Para a síntese e 

avaliação de β-galCLEAs foram empregados os reagentes polietilenoglicol 400 (PEG 400) 

(Synth, Brasil), álcool terc-butílico (TBA) (Vetec, Brasil), acetona (A) (Vetec, Brasil), 

dimetoxietano (DME) (Fluka), sulfato de amônio (AS) (Vetec, Brazil), etanol (92,8ºINMP) 

(adquirido de mercado local), glutaraldeído em solução aquosa 25% (Vetec, Brazil), proteína 

de soja (Doremus ingredientes Brasil), lactose (Synth, Brasil) e Glicose Liquiform (Labtest, 

Brasil). Em todos os ensaios, foi utilizado o tampão fosfato de potássio com pH 7,0, força 

iônica 50 mM, NaCl 10 mM e MgCl2 1,5 mM. 

2.2. Métodos 

Determinação da atividade enzimática: Foi utilizado o método da velocidade inicial 

(Rossetto et al., 2013). Adicionaram-se 20 mL de 100 g.L-1 lactose em tampão a um reator 

agitado e a 37°C. Uma amostra inicial foi retirada e a solução enzimática foi adicionada. 

Amostras de 10 μL foram retiradas em intervalos de tempo predefinidos e, com o tubo 
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fechado, levadas à água fervente durante 1 minuto, para inativação da enzima. A 

determinação da concentração de glicose foi realizada pelo método GOD-PAP (Trinder, 

1969). Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a quantidade de enzima 

necessária para produzir 1 μmol de glucose por minuto, nas condições definidas. 

Preparação de CLEAs de β-galactosidase: A preparação de CLEA seguiu o método 

descrito por Mafra et al. (2016). Adicionou-se lentamente o agente precipitante 

(polietilenoglicol 400 [PEG], álcool terc-butílico [TBA], acetona [A], dimetoxietano [DME], 

etanol [E] ou sulfato de amônio saturado [AS]) a 1 mL de β-gal (0,2 g.L-1 em tampão). 

Agitou-se um conjunto de tubos eppendorf (2 mL) em um agitador de vórtex durante 1 min, 

adicionou-se lentamente glutaraldeído (G) até à concentração final de 0, 0,3, 0,6 ou 1 mM. Os 

tubos foram colocados em shaker para incubação durante 3h a ~10ºC e ~200 rpm. As 

suspensões de agregados foram centrifugadas a 12000 rpm durante 10 min e a 10°C. Os 

CLEAs de β-gal foram recuperados e lavados com tampão. Para a imobilização com proteína 

espaçadora, preparou-se uma solução enzimática dissolvendo 0,2 mg de β-gal e 0,4 mg ou 0,8 

mg de soja em 1 mL de tampão (proporções mgSoja/mgEnzima 2 ou 4). A concentração de 

glutaraldeído também foi avaliada na razão de 2, 2,5 ou 3 mmolG/gProteína Total. 

Após a preparação, a enzima foi mantida no mesmo tampão (2 mL) a 4ºC e a atividade 

de β-gal-CLEA foi medida como já descrito. O rendimento de imobilização (Y) foi calculado 

como se segue: 

              (1) 

Onde Ae é a atividade total de β-gal em CLEAs; Ai é a atividade total de β-gal utilizada 

para a produção de CLEAs. 

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Ao analisar a Figura 2A, verifica-se que a triagem de precipitantes apresentou um alto 

rendimento (Y) para TBA (88,3%) e A (93,5%) e baixo Y para AS (3,1%). Li et al. (2015) 

obtiveram resultados diferentes ao avaliar AS, A e outros. Os resultados de ensaios de 

atividade obtidos por estes autores mostraram que AS (90% de saturação) apresentou melhor 

recuperação da proteína precipitada, cerca de 92%. Ao comparar os resultados obtidos por Li 

et al (2015) e os obtidos no presente trabalho, observa-se que há divergência entre eles, 

podendo ser explicada pela menor concentração empregada neste presente ensaio (2,5M no 

frasco eppendorf), afetando a recuperação do precipitado. A diminuição de Y pode ser 

atribuída à perda de enzima no sobrenadante e à inativação enzimática devido ao agente 

precipitante.      

Figura 2 – A) Y em triagem precipitante: AS, TBA, PEG, DME, A e E. B) Y em 

preparações de CLEAs: TBA e A, concentrações de G 0,3 mM, 0,6 mM e 1,0 mM. C) Y em 

preparações CLEAs com proteína espaçadora: TBA e A, Soja e G nas proporções: (2 e 4 

mgSoja/mgEnzima) ; (2 a 3 mmolG/gProteína Total). 
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Prosseguiu-se, então, para a etapa de produção de CLEAs de β-galactosidase de 

Kluyveromyces lactis, com o uso dos precipitantes TBA ou A e de diferentes concentrações 

de G. CLEAs preparados com TBA (G 0,6 mM) e A (G 0,3 mM) apresentaram os melhores 

resultados, com valores respectivos de Y 60,5% e 62,8%, conforme Figura 2B). Vale ressaltar 

que Y destes CLEAs, após o primeiro passo de centrifugação, era de cerca de 92% (dado não 

mostrado). A diferença se deve à lixiviação de enzimas no meio no segundo passo de 

centrifugação. Gaur et al. (2006) obtiveram um rendimento de 13,5% de atividade de CLEA a 

partir de A. oryzae β-gal numa preparação utilizando 100x mais enzima, AS (G 100Mm). Este 

resultado foi semelhante ao CLEA preparado neste trabalho com A (G 0,1 mM) (Y de 

18,1%).  

O efeito da soja como proteína espaçadora na imobilização também foi investigado, 

como visto na Figura 2C). A proteína espaçadora BSA já foi utilizada para diluir outras 

enzimas na imobilização CLEA. Tükel et al. (2013) mostraram que a adição de BSA poderia 

aumentar o rendimento de CLEAs de catalase, o que pode ser uma evidência da redução da 

resistência difusional. A soja foi usada aqui como uma alternativa à BSA, visando menor 

custo do processo. Obteve-se a melhor recuperação (74,6%) com CLEA preparado com TBA, 

nas razões mgSoja/mgEnzima de 2 e mmolG/gProteína Total de 2 (0,6 mM).  

4. CONCLUSÃO  

A enzima β-gal proveniente de Kluyveromyces lactis foi imobilizada utilizando a 

técnica de Cross-linked Enzymes Aggregates. Para obter uma metodologia otimizada do 

preparo de CLEAs, uma triagem de precipitantes inicial foi realizada, sendo TBA e A 

selecionados entre outros agentes precipitantes, por apresentarem derivados com maior 

rendimento (88,3% e 93,5%). Em seguida, foram preparados CLEAs com tais precipitantes 
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selecionados e diferentes concentrações de glutaraldeído. O rendimento de imobilização 

mostrou valores promissores (~ 60%) para CLEAs preparados com TBA (G 0,6 mM) e A (G 

0,3 mM). Ainda, foram sintetizados agregados enzimáticos reticulados na presença de 

proteína espaçadora. O melhor resultado de imobilização apresentado neste presente trabalho 

(rendimento de 74,6%) foi obtido quando a proteína espaçadora Soja foi adicionada na 

preparação de CLEAs com TBA nas razões mgSoja/mgEnzima de 2 e mmolG/gProteína Total de 2.  
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