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RESUMO

A intolerancia a lactose é a incapacidade de digerir a lactose e os produtos sem lactose ou
contendo quantidade reduzida sdo produzidos para atender as necessidades dessas pessoas. A
producdo de produtos lacteos com reducdo de lactose ¢é feita utilizando a enzima [-
galactosidase que tem a capacidade de quebrar a lactose em glicose e galactose. Enzimas sdo
biocatalisadores de alto custo e muito instaveis. O objetivo do trabalho foi avaliar a
capacidade hidrolitica da [-galactosidase de Bacillus licheniformis, na sua forma livre,
imobilizada e imobilizada reticulada em resina de troca idnica. O rendimento da imobilizacéo
foi de 62%. A enzima livre mostrou uma atividade hidrolitica alta, mas ndo reutilizavel.
Enquanto a enzima imobilizada mostrou uma boa atividade e foi utilizada 5 vezes
sucessivamente sem perder sua atividade, apresentando diferencia significativa entre usos.
Quando a enzima imobilizada foi reticulada com glutaraldeido (2g/L) houve uma diminuicao
significativa na sua atividade, mas apresentou maior estabilidade em 5 usos sucessivos sem
diferencia significativa. A imobilizacdo € um processo benéfico pela recuperacdo enzimatica e
sua reutilizacdo, sendo mais estaveis pela reticulacdo com glutaraldeido.
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INTRODUCAO

As enzimas sdo proteinas que catalisam as reacfes bioquimicas, mais aceitaveis que 0s
catalisadores quimicos. Elas apresentam alta atividade catalitica, sdo muito seletivas,
especificas e biodegradaveis, com maior aceitabilidade ambiental. As enzimas sdo
amplamente encontradas na natureza, em plantas, animais e microrganismos (LI1U et al., 2018;
THANGARAJ e SOLOMON, 2019). Em ponto de vista industrial, as enzimas microbianas
sdo importantes nas industrias de alimentos, sendo mais estaveis do que as enzimas vegetais e
animais (RAVEENDRAN et al., 2018).

Na industria alimenticia, principalmente em laticinios, a hidrdlise da lactose & um
processo biotecnoldgico muito importante para produzir produtos lacteos sem lactose ou com
teor reduzido para pessoas com intolerancia a lactose. A enzima B-galactosidase da familia
das hidrolases, catalisa a hidrélise da lactose em glicose e galactose (RAVEENDRAN et al.,
2018). As B-galactosidases, podem também catalisar a reacdo de transgalactosilacéo, para a
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formacéo de galacto-oligossacarideos, prebidticos que melhoram a sadde intestinal (GAO et
al., 2019).

Os maiores problemas com enzimas sdo seus altos custos de aquisicdo e baixas
estabilidades operacionais. A imobilizacdo enzimatica € a técnica mais utilizada para
contornar esses problemas (GONCALVES FILHO et al.,, 2019). O uso de enzimas
imobilizadas apresenta varios beneficios quando comparada ao uso da enzima livre. Os
beneficios incluem maior estabilidade operacional, possibilidade de recuperagdo e uso
continuo da enzima, reducdo de custos e auséncia do biocatalisador no produto final (DAMIN
et al., 2021). As enzimas ap06s a imobilizacdo tornam-se insollveis, o que facilita muito a
recuperacdo e sua reutilizacdo (SIGURDARDOTTIR et al., 2018). Algumas aplicacdes
industriais importantes de enzimas imobilizadas incluem, lipase imobilizada na hidrdlise de
triacilglicerdis em diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos livres e glicerol (COELHO e
ORLANDELI, 2020), uso de B-galactosidases imobilizada na hidrolise de lactose em
laticinios (KURIBAYASHI et al.,, 2021), uso de quimotripsina imobilizada para sintese
peptidica (BAYRAMOGLU et al., 2020) e utilizacdo da D-Glucose/xilose isomerase
imobilizada na producéo do xarope de milho para adocar bebidas (BASSO e SERBAN, 2019)
entre outros.

A imobilizacdo enzimatica é um processo fisico ou quimico que consiste em confinar
enzimas em uma determinada regido ou espa¢o com ampla retencdo de sua atividade catalitica
em muitos ciclos de usos (THANGARAJ e SOLOMON, 2019). Existem varios métodos de
imobilizacdo enzimatica, divididos em dois grupos, métodos fisicos (adsorcdo e
aprisionamento) e métodos quimicos (ligacdo covalente e ligacao cruzada) (LIU et al., 2018).

Além da imobilizacdo, as enzimas podem ser reticuladas usando reagentes
bifuncionais para sintetizar 0S agregados enzimaticos reticulados.
Glutaraldeido, isocianato e N,N'- etileno glicerol-bis maleimida sdo os reagentes bifuncionais
comumente usados, sendo o glutaraldeido o mais usado para aumentar a estabilidade da
enzima imobilizada (LIU et al., 2018). Kuribayashi et al. (2021), obtiveram maior
estabilidade operacional em B-galactosidase de Bacillus licheniformis imobilizada e reticulada
com glutaraldeido (3,5¢/L). A enzima B-galactosidase de Bacillus licheniformis é uma enzima
pouca estudada, ndo se encontra muitas informacdes na literatura sobre essa enzima. Bilal et
al. (2019) tambeém obtiveram boa estabilidade da enzima lacase fungica, imobilizada
covalentemente em granulos de quitosana e reticulada com 2% de glutaraldeido.

O objetivo deste trabalho foi imobilizar a B-galactosidase de Bacillus licheniformis em
resina de troca idnica Duolite A-568 por adsorcdo e avaliar a atividade da enzima livre,
imobilizada e imobilizada reticulada com glutaraldeido (2g/L) em relacdo a producdo de
glicose apds hidrolise da lactose.
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MATERIAL E METODOS
Unidade experimental

O experimento foi realizado no Laboratério de Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Uberlandia, campus Patos de Minas, onde foram realizados o0s
experimentos com a enzima na forma livre e imobilizada. A resina de troca iénica Duolite A-
568 utilizada como suporte de imobilizacdo foi cedida pela Dow Chemical Company
(California, Estados Unidos). A enzima utilizada foi a p-galactosidase de Bacillus
licheniformis na forma liquida, da marca Novozymes (Bagsveerd, Dinamarca), cedida pela
empresa Granolab/ Granotec Nutri¢do e Biotecnologia (Araucéria, Brasil).

Imobiliza¢do da p-galactosidase e reticulacéo

O processo de imobilizacdo foi realizado utilizando uma massa de 0,5 g de resina,
previamente ativada, incubada em 10 mL de solucdo enzimatica com concentracdo de enzima
de 953 U, tampédo BR com forga i6nica 40 mM e pH 4,0, sob agitagcdo de 150 rpm em mesa
rotativa a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C). O processo de reticulacdo foi
realizado com glutaraldeido (2g/L) depois da reticulagéo.

Rendimento da imobilizacdo

O rendimento da imobilizacdo foi determinado pela Equagdo 1 como descrito por
Sheldon e Van Pelt (2013).

Atividade imobilizada

Rendi to de imobilizacao = 100
endimento de imobilizacao X e de inicial O

Onde:
Atividade imobilizada = Atividade da enzima livre — Atividade do sobrenadante
Atividade inicial = Atividade da enzima livre

Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada pelo método das taxas iniciais da reacdo de
hidrélise de lactose, realizada em um reator de mistura com um volume de 75mL com uma
solucdo 50g'L™ de lactose (PA), preparado em tampao latico pH 6,5, conforme descrito por
Santiago et al. (2004). Para cada experimento foram tomadas cinco amostras do meio
reacional no intervalo de trés em trés minutos (3, 6, 9, 12 e 15min). Cada amostra foi
colocada em um tubo de ensaio e imediatamente imersa em agua quente a 80 °C por 10
minutos para inativar as enzimas, assim interrompendo a atividade enzimatica. A glicose
formada foi dosada pelo método da glicose-oxidase (BAO et al., 2004) utilizando o kit
Glicose Liquiform da Labtest.
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Para o calculo da concentracdo de glicose formada foi utilizada a Equacéo 2, segundo
o fabricante.

Gli _ Absorbancia teste 100 L1 )
Ke0S€ = Absorbancia padrio x g @)

A unidade de atividade enzimatica U foi definida como micromol de glicose produzida
por minuto (umol.min™). Para o célculo da atividade enzimatica (seja na forma livre ou
imobilizada) foi seqguida a Equacdo 3.

GFM
S 3
AE 018 XV (3)

Onde:

AE - atividade enzimatica (umol.min™);

GFM - glicose formada por minuto (mg.mL™.min™);
0,18 - Massa molar da glicose (mg.pumol™) e

V - volume total do reator (mL).

Analise estatistica

Os dados foram coletados em duplicata e analisados usando o software Statistica® 7.0, que
foi utilizada para fazer a analise de variancia pelo teste de Tukey a 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento da imobilizacdo foi de 62%, valor inferior aos encontrados (70%) por
Gennari et al. (2021) na imobilizacdo da p-galactosidase de Kluyveromyces sp em celulose.
Utilizando agarose-glioxila revestido com PEIl como suporte de imobilizacdo, Neto et al.
(2021) obtiveram 61% de rendimento da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces lactis. O
rendimento da imobilizacdo depende do método e do suporte da imobilizacdo, entre outros.
Quando B-galactosidase foi imobilizada em celulose magnética, o maior rendimento foi 63%
(GENNARI et al., 2022).

Em todas as condic¢des de hidrdlise (Tabela 1, 2 e 3) foi constatado que quanto mais
tempo a enzima passa no reator mais glicose € produzida. Maiores tempos de contatos da
enzima com a lactose resultam em maiores hidrélises assim produzindo grande quantidade de
glicose. Quando a B-galactosidase foi incubada durante 120 min a temperatura ambiente com
soro de leite produziu 476 pg de glicose, enquanto quando incubada por 24 h a 4°C produziu
1286 ug de glicose (KESSI e ARIAS, 2019).
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A hidrdlise da lactose pela enzima livre foi maior (Tabela 1) que a das enzimas
imobilizadas (Tabela 2 e 3) de 3 a 15 minutos. As enzimas livres como tém seus sitios ativos
totalmente livres e sem passar por nenhum estresse provocado pela imobilizagdo possuem
maiores atividade hidrolitica comparadas as enzimas ligadas a um suporte de imobilizagdo. A
enzima livre pode ser usada uma s0 vez porque fica solGvel e irrecuperavel para ser
reutilizada. Wolf et al. (2021) observaram maior atividade em enzimas [-D-galactosidases
livres que nas enzimas imobilizadas em hidrogéis. Kessi e Arrias (2019) também observaram
uma maior atividade da B-galactosidase livre que aquela imobilizada em p6 de membrana de
casca de ovo de galinha.

Tabela 1- Producao de glicose (umol/min) pela B-galactosidase livre.

Tempo (min) Glicose (umol/min)
3 1340
6 22+0
9 28+0
12 350
15 39+1

A formacdo de glicose pela enzima imobilizada se encontra na Tabela 2. Os valores de
glicose apresentaram uma diferenca significativa (5%) nos diferentes tempos de hidrolise. A
enzima imobilizada manteve mais de 70% de sua atividade inicial em relacdo a producédo de
glicose em 5 usos sucessivos em cada tempo. A enzima imobilizada além de ser reutilizivel
varias vezes, apresenta uma boa estabilidade. A p-galactosidase de Aspergillus oryzae
imobilizada em nanocomposito manteve mais de 80% da sua atividade inicial em 10 usos
sucessivos (SHAFI et al., 2021). A B-galactosidase imobilizada covalentemente em nanotubos
de carbono manteve 92% da sua atividade mesmo apos sua 102 reutilizacdo sucessiva (KHAN
e HUSAIN, 2020). Armazenado a 4 °C durante 250 dias, a enzima p-galactosidase de Lens
culinaris imobilizada em nanotubos de carbono manteve mais de 90% da sua atividade
residual (YADAV et al., 2019).

Tabela 2- Produgdo de glicose (umol/min) pela B-galactosidase imobilizada em 5 usos
sucessivos.

Tempo (min) 1° uso 2° uso 3° uso 4° uso 5° uso
3 5,5+0% 4,0+0% 3,5+0% 3,5+0% 3,5+0%
6 11,0+1° 8,0+0% 7,5+0% 6,5+0° 6,0+1°
9 16,0+0° 12,0+0% 11,0+0° 10,5+0° 9,5+1°
12 21,5+0° 15,5+0° 15,0+1° 15,0+0° 12,5+1°
15 26,0+0° 20,0+1° 19,5+0° 19,5+0° 17,0+1°

Meédias seguidas de mesma letra na mesma linha ndo se diferem entre estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.
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Como mostra a Tabela 3 houve uma queda na producdo de glicose comparada a da
enzima livre (Tabela 1) e somente imobilizada (Tabela 2), mas houve uma maior estabilidade
da enzima p-galactosidase imobilizada reticulada com glutaraldeido (2g/L) em 5 usos
sucessivos. A estabilizacdo enzimética pelo glutaraldeido ocorre via ligagdo covalente
multiponto. Durante a estabilizacdo toda a superficie da enzima é modificada com
glutaraldeido, o que pode afetaras propriedades da enzima como baixa atividade
(VAZQUEZ-ORTEGA et al., 2018). Os valores de glicose produzidos foram estatisticamente
iguais, sem diferenca significativa (5%) em cada tempo de hidrolise em relagdo aos usos.
Kuribayashi et al. (2021) também observaram uma maior estabilidade da [-galactosidase
imobilizada e reticulada com 3,5% de glutaraldeido em 8 usos sucessivos, mas apresentou
menor atividade que a enzima apenas imobilizada. Neto et al. (2021) obtiveram uma
estabilidade de mais de 90 % em 7 usos sucessivos durante 360 minutos com B-galactosidase
reticulada com glutaraldeido. O glutaraldeido é um bom agente reticulante para aumentar a
estabilidade da -galactosidase.

Tabela 3- Produgdo de glicose (umol/min) pela B-galactosidase imobilizada reticulada com
glutaraldeido (2g/L) em 5 usos sucessivos.

Tempo (min) 1° uso 2° Uso 3° uso 4° uso 5° uso
3 0,54+0,11* 0,42+0,05* 0,52+0,00° 0,52+0,02°®  0,51+0,16°
6 1,57+0,10° 1,43+0,19* 1,57+0,14* 1,68+0,20°  1,28+0,19
9 2,88+0,11* 2,34+0,05* 2,50+0,11* 2,52+0,02°  2,18+0,23"
12 3,80+0,17% 3,49+0,23° 3,71+0,28°  3,34+0,06*  3,27+0,31°
15 4,91+0,19* 4,64+0,05° 4,81+0,10°  4,72+0,08°  4,22+0,44°

Médias seguidas de mesma letra na mesma linha nédo se diferem entre estatisticamente pelo teste de Tukey a 5%.

CONCLUSOES

A imobilizacdo é uma técnica adequada e econémica para reduzir os custos envolvidos
na producdo e na obtencdo de enzimas, principalmente a B-galactosidase. Uma vez que a
enzima imobilizada pode ser recuperada e reutilizada na producéo industrial, assim diminui os
custos de producdo de laticinios sem lactose. Para aumentar a estabilizada diante nas
condigdes extremas de uso, o glutaraldeido na concentracdo de 2g/L, pode ser utilizada como
agente reticulante em B-galactosidase de Bacillus licheniformis.
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