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RESUMO

A imobilizacdo da enzima apresenta-se como uma alternativa atraente, pois possibilita
produzir biocatalisadores mais estaveis e com boa especificidade ao substrato, possibilidade de
reutilizacdo e maior viabilidade econdmica. Nesta perspectiva, o objetivo do estudo foi realizar um
screening de suportes para a imobilizagdo de pf-galactosidase em matrizes de
alginato/gelatina/fostato de célcio, alginato de sodio/carvdo ativado, poliuretano e
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato. O melhor resultado foi obtido com o suporte de poliuretano
com atividade de p—galactosidase de 12 U/g e rendimento de imobilizacéo de 70 %.
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INTRODUCAO

A enzima B-galactosidase, popularmente conhecida como lactase (E.C.3.2.1.23), atua
na hidrélise da lactose, para obtencdo de produtos lacteos com baixo teor deste aculcar; na
producdo de Galacto-Oligossacarideos (GOS); na melhoria da qualidade sensorial de produtos
como doce de leite, sorvete e leite condensado, na melhor biodegradabilidade do soro de
queijo, entre outros (KLEIN, 2010; PANESAR et al., 2010; FAI e PASTORE, 2015).

Desta forma, as lactases pertencem ao grupo de biocatalisadores cuja imobilizacao tem
despertado crescente interesse, devido ao amplo potencial de aplicacdo na industria de
alimentos (KLEIN, 2010). A imobilizacdo apresenta-se como uma alternativa atraente, pois
possibilita a producdo de biocatalisadores mais estaveis e com boa especificidade ao
substrato, eliminando assim, algumas restricdes quanto ao uso das enzimas em processos
industriais (ZANIN e MORAES, 2004).

Devido as diferentes caracteristicas, composicdo quimica, propriedades do substrato,
do produto e finalidade de aplicacdo do produto obtido, ndo ha um método de imobilizacao
universal, aplicavel a todos os biocatalisadores. Dessa forma é necessario escolher o
procedimento mais simples e barato, resultando em imobilizacdo, retencdo de atividade e alta
estabilidade operacional (CAO, 2005). Nesta perspectiva, 0 objetivo do presente estudo foi o
screening de suportes para a imobilizagdo da enzima 3 — galactosidase em matriz de alginato
de sodio/gelatina/CaCl,, alginato de sddio/carvao ativado, Poli(hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) e poliuretano.
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MATERIAL E METODOS

Enzimas

Para o estudo foi utilizada a enzima [ — galactosidase proveniente de Kluyveromices
lactis (Lactozyme® 2600 L G3665 — Sigma Aldrich®), adquirida na forma liquida e a de
Aspergillus oryzae (Lactase from Aspergillus oryzae G5160 Sigma Aldrich®), adquirida na
forma liofilizada.

Screening de suportes

A B — galactosidase comercial de K. lactis na forma liquida, foi imobilizada utilizando-
se alginato de sodio/gelatina/ fosfato de célcio (AGPCa), segundo a metodologia adaptada de
Shen et al. (2011); alginato de sd6dio/carvéo ativado segundo a metodologia de Richetti et al.
(2012), com modificagdes; poli (hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) seguiu-se
metodologia descrita por Fernandes et al. (2014).

As B — galactosidases comerciais de K. lactis e A. oryzae foram imobilizadas em
suporte de poliuretano (PU) segundo as metodologias de Silva et al. (2013), Fernandes et al.
(2014) e Bustamente-Vargas et al. (2015), com algumas adaptacdes.

Rendimento de imobilizacéo

O rendimento foi calculado segundo Lima et al. (2013) e Fernandes et al. (2014), com
algumas modificacfes. Levando em consideragéo a atividade total da enzima livre em solugéo
(a qual considera o volume de enzima oferecido no ensaio de imobilizacdo) e a atividade total
da enzima imobilizada (o qual considera a massa total da imobilizacdo produzida).

Avaliagdo da atividade da p-galactosidase

Foram utilizadas 0,05 g de B-galactosidase imobilizada, para 2500 pL do substrato
cromogénico o-nitrophenyl-p-D-galactopyranoside (ONPG - 3 mM) em solugdo tampdao
acetato de sodio (100 mM, pH 5,0). A reacdo foi conduzida, incubando-se a 50°C por 7 min.
Apo6s o tempo de incubacdo foi retirada uma aliquota (1000 pL) do meio reacional e
adicionado 2000 uL. de carbonato de sddio 100 mM para cessar a reacdo. A leitura foi
realizada em espectrofotdometro (Agilent Tecnologies 8453®) a 410 nm. Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1 umol do o-nitrofenol do
método colorimétrico de hidrolise do ONPG por minuto sob as condi¢cdes do ensaio (NAGY
et al., 2001), com modificacdes.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Imobiliza¢do de p — galactosidase de K. lactis
Matriz de alginato/ gelatina/ fosfato de célcio (AGPCa)

O suporte de AGPCa ndo foi adequado para a enzima B — galactosidase de K. lactis,
pois a enzima apresentou baixa atividade (0,45 U/g), rendimento (~1 %) e recuperacdo
(~0,6 %) apds a imobilizacéo.

Suporte de alginato de sédio e carvéo ativado
As matrizes formadas apresentaram estrutura rigida e estavel, porém ndo foi possivel
visualizar a formacdo de coloracdo amarela, a partir da hidrolise de ONPG em o-nitrofenol
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(ONP), ap6s 20 min de reacdo. Desta forma, ndo sendo considerado suporte adequado para a
enzima 3 — galactosidase de K. lactis.

Imobilizacdo em suporte de poliuretano (PU)

Com o suporte de imobilizacdo de PU ndo foi possivel observar a formacéo de cor
amarela, oriunda da formagdo de o-nitrofenol (ONP), a partir da reacdo de hidrolise do
substrato ONPG com [ — galactosidase nos ensaios testados.

Imobiliza¢do em suporte de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV)

A Tabela 1 apresenta a atividade da enzima (U/g), o rendimento de imobilizacdo — RI
(%) e a recuperacdo — R (%) em funcéo da proporcdo de enzima utilizada em solu¢do tampéo
fosfato de sddio 100 mM pH 7,0 e em H,O destilada utilizando o suporte PHBV. Observa-se
que a B — galactosidase de K. lactis apresentou uma atividade de 457,99 U/g (979,8 U/mL
atividade da enzima livre). Porém, o rendimento de imobilizagdo e a recuperacdo foram
considerados baixos de aproximadamente 5 e 8 %, respectivamente.

Imobilizagao de p — galactosidase de A. oryzae em suporte de poliuretano

A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos da analise da distribuicdo da enzima na
estrutura do PU, apds a polimerizagéo, dividida em trés partes longitudinais (superior, médio
e inferior). Observou-se que a porgéo de enzima imobilizada referente a parte inferior (ensaio
3) apresentou maior atividade de 11,82 U/g e rendimento de 70 %, diferindo estatisticamente
(p<0,05) das demais fracoes. Demonstrando, que durante a formacgdo da matriz, mesmo com a
homogeneizacédo, a enzima tende a se depositar na parte inferior do recipiente.

Tabela 1 — Avaliagao da distribuigdo de  — galactosidase na estrutura da matriz de PU, por
corte longitudinal individual.

Ensaios  Corte longitudinal Atividade de p — galactosidase (U/g)” Rl (%)

1 Superior 8,82°+0,851 52,16"+5,03
2 Médio 9,69°+0,249 57,27°+1,47
3 Inferior 11,82%+0,631 69,90°+3,73

“Média + DP seguida de letras iguais/coluna ndo diferem estatisticamente em nivel de 5 % (Teste de Tukey).
Atividade da enzima livre 17,71 U/mg; suporte imobilizado 0,05 g e 2,5 mL de substrato ONPG 3 mM; tempo
de reacdo 7 min.

CONCLUSOES
O suporte de poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) mostrou-se adequado para
imobilizacdo de de Kluyveromices lactis e a matriz de poliuretano para a p-galactosidase de
Aspergillus oryzae. O poliuretano torna-se uma estratégia de imobilizacdo, de baixo custo e
com ponteciais de utilizacdo pelas industrias.
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