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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade enzimatica da enzima -galactosidase
microencapsulada em spray-dryer, a partir de B-galactosidase em diferentes formas - livre
(extrato enzimatico), intracelular e comercial. A fonte da enzima comercial é de Bacillus
licheniformis e as demais Kluyveromyces marxianus. Utilizou-se alginato como material de
parede na microencapsulagdo da -galactosidase na sua forma livre e comercial. Este estudo
teve como foco verificar o impacto causado na atividade enzimatica da B-galactosidase devido
ao processo de microencapsulacdo em suas diferentes formas. As enzimas foram avaliadas
guanto a sua atividade enzimatica antes e apds o processo. Realizou-se a fermentacdo do
microrganismo Kluyveromyces marxianus para obtencéo das células com atividade enzimética
e 0 extrato enzimaético clarificado (enzima livre). Para o processo de microencapsulacédo
utilizou-se spray-dryer com bico de atomizagdo de 1,2mm, fluxo de entrada de ar de
1,65m3-min’1; temperatura do ar de secagem de 90°C; fluxo da solucéo de alimentacdo igual a
0,600L ht; taxa de atomizacdo 40L-min e a temperatura de saida de 60+2°C. A atividade da
B-galactosidase microencapsulada diminuiu em todos os estudos, a atividade enzimatica
relativa foi de 28,3; 0,36 e 0% para a enzima microencapsulada intracelular, comercial e livre,
respectivamente. Conclui-se que a microencapsulacdo da célula € uma boa forma de
manutenc¢do da atividade enzimatica de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus.

Palavras-chave: lactase, alginato; imobilizacdo, enzimas, Kluyveromyces marxianus,
Bacillus licheniformis.

INTRODUCAO

A B-galactosidase € uma enzima de ampla aplicabilidade na industria de alimentos e
farmacéutica. A sua funcao de maior destaque € a hidrdélise da lactose, um dissacarideo de baixo
poder adocante, abundante no leite e no soro de leite, baixa solubilidade, forte tendéncia em
absorver odores e sabores, higroscopica - 0 que causa o endurecimento dos derivados lacteos
em po (PESSELA etal., 2003; HARJU et al., 2012). Existem duas grandes restri¢fes associadas
ao uso da lactose: grande parte da populacdo mundial apresenta intolerancia a absorcdo da
lactose 0 que leva a uma séria restricdo no uso deste agucar e os problemas no tratamento de
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aguas residuarias das industrias de laticinios, responséavel pelo aumento de demanda bioquimica
de oxigénio, devido a sua baixa biodegradabilidade (SANTOS et al., 1998; PAKIZEH e
NAMVAR-MAHBOUB, 2011).

Deste modo, a grande importancia da enzima B-galactosidase se deve ao fato de ser
capaz de hidrolisar a lactose, por meio da via enzimatica, método promissor pois ndo gera
subprodutos negativos, como nos processos quimicos. Por meio da hidrolise, € possivel
desenvolver novos produtos com auséncia da lactose em suas composic¢des, acarretando maior
disponibilidade de nutrientes aos produtos lacteos e viabilizando o consumo de produtos lacteos
por consumidores intolerantes a lactose. Além disso, é possivel conferir maior dogura aos
produtos com auséncia de lactose, pois 0s agucares resultantes da hidrélise possuem maior
poder adocante, possibilitando sua utilizacdo como edulcorantes nos xaropes, gelados e outros
produtos lacteos bem como em alimentos n&o lacteos (GANZLE, HAASE e GELLEN, 2008).

A enzima B-galactosidase hidrolisa a ligagdo B (1-4) da molécula de lactose, dando
origem aos seus mondmeros, glicose e galactose. Além disto a B-galactosidase catalisa também
a reacdo de transgalactosilacdo; dando origem a compostos como lactulose e galacto-
oligossacarideos (GOS) que atuam como prebidticos no organismo (SHEN et al., 2011,
SANDER et al., 2016).

A B-galactosidase pode ser obtida de diferentes fontes como microrganismos, plantas e
animais. A levedura Kluyveromyces marxianus apresenta classicas aplicacfes na industria,
como producdo de biomassa, bioetanol e enzimas, oferecendo vantagens como rendimento,
aceitabilidade como microrganismo seguro e alta atividade da enzima B-galactosidase quando
comparada com outras leveduras (LANE e MORRISSEY, 2010).

A microencapsulacdo é uma técnica usada para revestir materiais que estejam na sua
forma liquida, s6lida ou gasosa. Nesse processo, é utilizado diversos tipos de polimeros como
material de revestimento (ou material de parede) do nucleo (material a ser revestido). Esse
processo possui inimeras aplicagcGes em diversas areas, nas industrias de alimentos é usada para
encapsular aditivos (corantes, adocantes, 6leos essenciais, flavors), microrganismos, acidos
graxos, enzimas, entre outros produtos para as mais diversas finalidades (AZEREDO, 2005,
GHARSALLAOQUI et al., 2007, GHARSALLAOQOUI et al., 2012, KHAN et al., 2011).

Spray-drying € um método fisico de microencapsulacéo o qual consiste em um processo
em que o liquido é disperso em uma corrente de gas aquecido, onde particulas do fluido
atomizado em contato com 0 gas quente secam quase instantaneamente, obtendo-se um produto
em po. O seu uso em produtos termossensiveis é limitado, devido a alta temperatura atingida
em seu interior (GHARSALLAOUI et al., 2007). O produto obtido deve possuir boa qualidade,
baixa atividade de &4gua, desaglutinacdo, facilidade de armazenamento e que proteja o material
ativo contra reacOes indesejadas (CARNEIRO, et al., 2013). Uma das vantagens do spray-
drying ¢ a facilidade de ajuste das caracteristicas das microparticulas, alterando os parametros
operacionais do equipamento (YE et al., 2010).

A microencapsulacdo de enzimas é um método atraente capaz de propiciar maior
estabilidade, além de facilitar seu armazenamento e transporte (AMERI, MAA, 2006,
NAMALDI, CALIK, et al., 2006). Este trabalho tem como objetivo avaliar o impacto causado
na atividade enzimatica pelo processo de microencapsulacdo da enzima B-galactosidase em
diferentes formas.
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MATERIAL E METODOS

Microrganismo e enzima

Para a microencapsulacdo da p-galactosidase intracelular e livre utilizou-se o
microrganismo Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 com atividade de p-galactosidase,
levedura proveniente da Colecdo de Culturas Tropicais da Fundacdo André Tosello de
Campinas (SP), na forma reativada.

A Enzima comercial cuja fonte é Bacillus licheniformis foi cedida gentilmente pela
Cooperativa Central Mineira de Laticinios — Cemil, Patos de Minas.

Substratos

O substrato utilizado no presente trabalho para fermentagdo do microrganismo foi
cedido pela empresa Lactosul Inddstria de Laticinios LTDA, Piranhas/GO. O permeado de soro
em p6 da marca CENTRO OESTE LATICINIOS foi utilizado como principal fonte de carbono
como lactose na formulacdo dos meios de cultura para crescimento da levedura K. marxianus
ATCC 46537.

Para determinacdo da atividade catalitica da enzima f-galactosidase utilizou-se solugéo
de lactose (PA) 50g-L* obtido a partir de tampao latico recomendado pela NOVO NORDISK
(1993).

Fermentacéo

Para o cultivo da levedura K. marxianus foram utilizados dois meios a base de permeado
de soro de leite com concentragdes baseadas em Pinheiro et al. (2003) e Santiago et al. (2004).

Conforme Falleiros (2016), o meio indculo foi preparado em tampéo fosfato de sédio
0,2 M e pH 5,5. A cultura foi mantida a 30°C, 120rpm por 14h em uma incubadora refrigerada
com agitacdo (Tecnal, modelo TE — 421) e o meio de fermentacdo foi preparado em tampéao
fosfato de sédio 0,2 M e pH 7,0. A fermentacdo foi conduzida mantendo a cultura a 30°C, 120
rpm por 24 h em incubadora refrigerada com agitacdo. Ambos 0s meios foram esterilizados em
autoclave antes de serem utilizados e todos os reagentes utilizados foram de grau analitico,
exceto a lactose, que foi proveniente do permeado de soro de leite.

O caldo fermentado foi centrifugado por 10min a 5000rpm, o decantado foi
ressuspendido em tampéao fosfato de potassio-hidroxido de sédio 0,1M pH 7,0 para obter uma
suspensao celular com 75¢g'L (SOUSA, et al., 2021, MANERA, etal., 2008, NUMANOGLU,
SUNGUR, 2004, SOUSA, 2018).

Extracdo da enzima intracelular (enzima livre)

A extragdo da enzima intracelular B-galactosidase das células de K. marxianus foi
realizada utilizando cloroférmio (PA) como solvente, conforme procedimento descrito por
Santiago et al. (2004). Uma amostra de 80 mL de meio fermentado foi centrifugada a 6000 rpm
por 5 minutos. O decantado foi ressuspendido com tamp?o fosfato de sodio 10*M e pH 6,6,
sendo novamente centrifugado nas mesmas condicfes. Apds a centrifugacao, o decantado foi
ressuspenso em 10 mL do mesmo tampéo e transferido para um erlenmeyer ao qual era
adicionado 2% (v/v) de cloroférmio (PA). Esta mistura foi mantida em incubadora rotativa a
150 rpm, 37 °C por 17 horas. Para obtengédo do extrato enzimatico clarificado (enzima livre), a
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suspensdo celular obtida, foi centrifugada (6000rpm, 10 minutos) e o sobrenadante utilizado
para microencapsulacéo.

Solucéo de alimentacgéo do spray dryer

Preparou-se uma solucdo de agente encapsulante a partir de alginato (PA) na
concentracdo de 1% (m/v) a fim de proteger a enzima livre e a enzima comercial conforme
Braga (2018) adaptado.

O extrato enzimatico clarificado e a enzima comercial foram misturadas separadamente
a solucdo do agente encapsulante na proporcdo de 1:10 respectivamente para obtencdo da
solucdo de alimentacédo do spray dryer.

A suspensdo celular obtida ap6s a fermentacdo com 75g-L (enzima intracelular), foi
alimentada no spray-dryer sem agente encapsulante.

Microencapsulagdo da K. marxianus

O processo de atomizacdo foi adaptado de Braga (2018), realizado em spray dryer
(modelo LM MSD 1.0, LABMAQ). Utilizou-se o bico atomizador de 1,2mm; fluxo de entrada
de ar de 1,65m3-mint; temperatura do ar de secagem de 90°C; fluxo da solucéo de alimentagédo
igual a 0,600L 'h; taxa de atomizagao 40L-min™.

Determinacdo da concentracéo celular

A concentracdo celular foi obtida a partir da absorbancia a 650nm, convertida em massa
seca de celulas através da curva padrdo de biomassa seca em funcdo da absorbancia
(FALLEIROS, 2016).

Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica da enzima [-galactosidase foi determinada pelo método das
taxas iniciais da reacdo de hidrdlise de lactose realizada em um reator de mistura com um
volume de 75mL de uma solugdo 50g-L?* de lactose (PA), preparado em tampéo latico pH 6,5,
conforme descrito por Santiago et al. (2004) e 5mL de solucdo enzimatica. Para cada
experimento foram tomadas cinco amostras do meio reacional nos tempos 3, 6, 9, 12 e 15min.
Cada amostra foi colocada em um tubo de ensaio, o qual foi tampado e imediatamente colocado
em um banho de dgua em ebuli¢do, por 10 minutos. A glicose formada foi dosada pelo método
da glicose-oxidase (BAO, KOUMATSU, et al., 2004) utilizando o kit Glicose Liquiform da
Labtest. A atividade enzimatica, a partir do método das taxas iniciais, para cada reacdo da
hidrélise de lactose, foi obtida pela inclinagdo das equacdes lineares de concentragdo de glicose
em funcdo do tempo de reacdo. Os experimentos foram realizados em duplicata.

A atividade enzimatica foi determinada antes e apds o processo de secagem. Antes da
secagem determinou-se a atividade enzimatica do extrato enzimatico clarificado (enzima livre),
enzima comercial e suspencdo celular (enzima intracelular). Apds a secagem realizou-se a
ressuspenséo do pd obtido na concentragdo 65g-L em solugdo tamp&o de fosfato de potassio-
hidréxido de sodio 0,1M.

Para o calculo da concentragdo de glicose formada foi utilizada a Equagédo 1,
recomendado pelo fabricante:

Cli _ Absorbancia teste 100 dI-1 )
teose = Absorbancia padrao x mg.
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A unidade de atividade enzimética U foi definida como micromol de glicose produzida
por minuto (umol-min™), & temperatura de 35°C, pH 6,5, com uma concentragdo inicial de
lactose de 50 g-L . Para o calculo da atividade enzimatica foi seguida a Equacéo 2:

GFM
0,18

AE = XV )

Sendo: AE - atividade enzimatica (umol-min™); GFM — glicose formada por minuto (mg-mL
L.min™); 0,18 — Massa molar da glicose (mg.umol™?) e V — volume total do reator (mL).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil de concentracdo de biomassa durante a fermentacéao esté representado na
Figura 1. As condicGes de fermentacdo foram otimizadas por Falleiros (2016).
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Figura 1. Perfil de concentracdo de biomassa durante a fermentacdo da K. marxianus.

Nas condi¢es utilizadas os valores obtidos para concentracao celular foram de acordo
com o esperado conforme Falleiros (2016). A concentracdo de biomassa nas primeiras duas
horas passou de 5g-L* a 9,36g-L* e ao término da fermentago no tempo de 25 horas o0 meio
fermentativo apresentou um valor final de 15,32g-L™.

A atividade enzimatica da p-galactosidase comercial inicial e final foi de 1.099+67 U e
10+4, respectivamente. A enzima comercial tem sua atividade enzimatica padronizada antes de
sua comercializacdo para maior desempenho. Porém a secagem da mesma ndo é eficiente pois
utiliza-se para conferir maior estabilidade coadjuvantes de conservacdo como o glicerol.
Segundo Tapia-Blacido et al. (2011) o uso de glicerol contribui para a hidrofilicidade,
propriedade que descreve o grau de interacdo com moléculas de 4gua. O processo de secagem
em spray-dryer nédo é capaz de realizar a secagem, pois ha dificuldade em remover a umidade
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da solugédo de entrada, bem como impossibilidade de evaporacdo do glicerol, cujo ponto de
ebulicdo e de 290°C.

Na Figura 2 esta mostrado os grumos formados dentro do spray-dryer apds o processo
de secagem, devido a ineficiéncia de secagem.

Figura 2. Produto resultante da secagem da enzima comercial; a) entrada do ciclone do spray
dryer e b) coletor do produto seco ap6s passagem no ciclone do equipamento.

A atividade enzimaética da p-galactosidase livre foi de 27+5 U e 0 U, inicial e final,
respectivamente. A enzima obtida pelo processo de extracdo por cloroférmio apresentou
valores proximos ao obtido por Falleiros (2016) para a mesma levedura. Contudo, apos o
processo de secagem nado houve atividade enzimatica para as condi¢cdes de processo utilizadas.
Estevinho et al. (2014), avaliaram a microencapsulagéo da p-galactosidase de Escherichia Coli
com diferentes polimeros em spray-dryer, utilizando alginato como revestimento (1% m/v) nas
condicGes avaliadas no estudo (bico atomizador de 0,5mm; fluxo de entrada de ar de 32m3-h?;
temperatura do ar de secagem de 115°C; fluxo da solucdo de alimentacédo igual a 4mL'min;
temperatura de saida 57°C e pressdo do ar 6,5bar) a enzima apresentou 955U e 124U, antes e
apos a secagem respectivamente. A alta temperatura utilizada no spray-dryer pode ocasionar a
desnaturacdo da enzima, resultando na perda de atividade enzimatica.

A atividade enzimatica da B-galactosidase intracelular foi de 329+19 U e 93+7 U, inicial
e final, respectivamente. Assim, houve uma retencdo de 28,3% da atividade inicial, e desta
forma observa-se que a célula atuou como material protetor da enzima. (KULA e SCHUTTE,
1987; PANDIT et al., 2005; MEDEIROS et al., 2008).

CONCLUSOES

Por meio deste estudo foi possivel observar que para a enzima intracelular o método de
secagem por spray-drying nos parametros avaliados, apresentou boa conservacao da atividade
da B-galactosidase.
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Devido a alta temperatura da cAmera de secagem a enzima livre desnaturou e perdeu
sua atividade. Além disso, o alginato nédo foi capaz de preservar a atividade enzimatica da
enzima livre, nas condigdes de secagem.

A enzima comercial ndo apresentou a caracteristica de pd esperada, e sua condicao
impactou negativamente na ressuspensdo do material para avaliacdo da atividade enzimatica
apos a secagem, pois ndo se dissolveu completamente.
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