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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo principal investigar a imobilizacdo da enzima J-
galactosidase comercial de Aspergillusoryzae(Deslac®) em diferentes condigdes, bem como
caracterizar a enzima livre e imobilizada visando sua aplicacdo na reacdo de hidrolise da
lactose. Os experimentos foram conduzidos para identificar o melhor rendimento
daimobilizacdo em alginato de célcio e o uso de diferentes adjuvantes. A enzima livre e
imobilizada foram caracterizadas quanto as suas propriedades bioquimicass para identificar as
condicBes reacionais adequadas de pH e temperatura para a reacdo de hidrélise da lactose, a
acao de sais sobre a atividade enzimatica, estabilidade de estocagem da enzima. As ezimas
foram analisadas para a hidrélise de soro de leite e leite integral. A imobilizacdo da enzima -
galactosidase obtevermelhor derivado com alginato (2% m/v), pectina (2%m/v) reticulada
com glutaraldeido (25% v/v). O pH 6timo para a hidrolise da lactose usando a enzima soluvel
e imobilizada foi 5,0 e 6,5 respectivamente e a temperatura 6tima foi 45°C e 40°C,
respectivamente. A utilizacdo dos sais sulfato de magéanes e sulfato de manganés
influenciaram na atividade enzimatica em 195% e 150%, respectivamente, para a enzima
imobilizada. A enzima imobilizada apresentou estabilidade de 60% apds 10 dias de
armazenamento. O processo de imobilizacdo com alginato de sddio+pectina e glutaraldeido
reduziu os efeitos difusionais comparados com o alginato convencional. A reduacdo da
temperatura 6tima de atividade permite um processo energeticamente mais viavel.

Palavras-chave: p-galactosidase, encapsulacao, co-polimeros, propriedades bioquimicas.



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the immobilization of the commercial Aspergillus
oryzae [-galactosidase enzyme (Deslac®) under different conditions, as well as to
characterize the free and immobilized enzyme using its application in lactose hydrolysis. The
experiments were conducted to identify the best yield of immobilization in calcium alginate
and the use of different adjuvants. The free and immobilized enzyme were characterized as to
their biochemical properties, to identify the optimum pH and temperature conditions for the
lactose hydrolysis reaction, the effect of salts on the enzymatic activity and enzyme storage
stability. Enzymes were analyzed to moisturize whey and whole milk. Immobilization of the
enzyme [3-galactosidase yields better derivative inalginate (2% w/v), glutaraldehyde(25% v/v)
crosslinked pectin (2% w/v). The optimal pH to hydrolysis lactose using a soluble and
immobilized enzyme was 5.0 and 6.5, respectively, and the optimum temperature was 45 °C
and 40 °C, respectively. The use of magnesium sulfate and manganese sulfate influenced
enzymatic activity by 195% and 150%, respectively, for an immobilized enzyme. The
immobilized enzyme showed 60% stability after 10 days of storage. The immobilization
process with sodium alginate + pectin and glutaraldehyde reduced diffuse effects compared to
conventional alginate. The reduction of the temperature optimal activity allows a more
energy-efficient process.

Keywords: B-galactosidase, encapsulation, copolymers, biochemical properties.
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1. INTRODUCAO

A lactose, um dos principais constituintes do leite e do soro, € classificada como um
dissacarideo. Atualmente seu uso em produtos lacteos € bastante restrito, por conta
principalmente do seu baixo poder adogante, além de ser um aglcar com caracteristica
higroscopica, ou seja, causa o endurecimento dos derivados lacteos em pd. Outro fator que
restringe sua utilizacdo é a intolerdncia que parte da populacdo tem a esse dissacarideo
(FALLEIROS et al., 2017).

A intolerancia a lactose é definida como a incapacidade do organismo de hidrolisar a
lactose no intestino delgado, devido a auséncia total ou quantidade abaixo do necessario da
enzima lactase no aparelho digestivo. Visando contornar esses problemas, a lactose pode
passar pelo processo de hidrélise resultando em glicose e galactose, acucares com melhores
propriedades fisicas, quimicas e nutricionais. (SOUZA et al., 2018).

Quase todas as reacOes quimicas que Se processam nos organismos passam pelo
processo de catéalise. Os catalisadores que fazem parte do sistema bioldgico natural sdo
proteinas chamadas enzimas. Dentre as enzimas empregadas nas industrias de alimentos,
destaca-se 0 uso da enzima p-galactosidase (lactase) no processamento de leite e dos
derivados lacteos (CAMPELLO et al., 2012). Lactase (B-galactosidse, E.C. 3.2.1.23) € a
enzima responsavel pela hidrolise da lactose, estando presente principalmente em
microrganismos, como também em tecidos animais. O leite, com o passar dos anos, tem se
tornado um dos principais alimentos consumidos pela populacdo mundial, seja puro ou por
meio de seus derivados. (PANESAR et al., 2010; DARIF, 2018).

A lactase pode ser utilizada em laticinios para produzir uma mistura isomolecular de

glicose e galactose, para pessoas que apresentam intolerancia a lactose, e representa uma das
enzimas com grande potencial de exploracdo (GAVIRIA-ACOSTA, 2015).
O alto custo para aquisigéo e aplicacdo da enzima livre no processo de hidrdlise do leite acaba
tornando inviavel o uso em escala industrial. Essa desvantagem pode ser driblada através do
uso de enzimas imobilizadas, jA& que realizam o papel de biocatalisadores com mais
estabilidade, permitindo inclusive o seu reuso, garantindo assim a diminui¢do de custos
(HAIDER & HUSAIN, 2009).
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Os métodos de imobilizacdo de enzimas na industria de alimentos tém ganhado espaco
devido ao grande potencial em obter produtos com caracteristicas melhoradas sem necessitar
grandes alteracGes nos equipamentos ja existentes na planta industrial (KESSI & ARIAS,
2019). A imobilizacdo pode ser definida como a técnica que confina uma enzima com
atividade catalitica de interesse em um sistema, impedindo sua migracdo para o meio, ou fase
movel, onde se encontram o substrato e o produto, pois a enzima se apresenta em sua forma
fisica ou quimicamente associada a um suporte insolivel (CAMPELLO et al., 2012).

A aplicag¢do comercial de B-galactosidase imobilizada ainda é pouco explorada, o que
tem atraido o interesse de inimeros pesquisadores (BRAGA et al., 2012; LI, et al., 2015;
MORSCHBACHER, et al., 2016; CORGNEAU et al., 2017).0s métodos de imobilizacéo
incluem adsorcdo em materiais insolUveis, aprisionamento em geis poliméricos,
encapsulamento em membranas, ligacdo cruzada quimica usando reagentes bifuncionais ou
multifuncionais, além de ligacdo a um transportador insoltvel (PELEG, 1988; TREVISAN,
2008).

O subproduto da fabricacdo de queijos, o soro de leite de vaca tem apresentado grande
potencialidade para se desenvolver novos produtos alimenticios devido ao seu alto valor
nutricional principalmente o pasteurizado (FERREIRA-ROCHA, 2013). Por possuir natureza
perecivel, o0 soro ndo pode ser estocado por longos periodos, 0 que gera muitos problemas
com o seu descarte. Sendo assim uma alternativa viavel € promover o aproveitamento desse
subproduto pela industria alimenticia (BOSSO et al., 2016).Assim, o objetivo deste trabalho
foi testar a imobilizagdo de uma lactase comercial em diferentes condi¢cdes, bem como
caracterizar a enzima livre e imobilizada visando suaaplicacdo na reacdo de hidrolise da

lactose.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cenario do Leite e seus Derivados

Diversas pesquisas mostramque o leite é citado entre os seis primeiros produtos mais
importantes da agropecudria brasileira, superando inclusive o café e o arroz. No pais ele
desempenha um papel relevante no fornecimento de alimentos e na geracdo de emprego e
renda para a populacédo (FERREIRA-ROCHA, 2013).

O setor leiteiro no Brasil tem apresentado melhorias decorrentes de inovagdes
tecnoldgicas que proporcionaram a modernizacdo dos processos produtivos. As industrias de
laticinios tém influéncia direta nesse desenvolvimento a partir do momento em que exigem de
seus produtores a utilizacdo de técnicas aprimoradas que assegurem a qualidade do leite
produzido. Normalmente esse nivel de exigéncia condiz com o que o consumidor espera
(ALMEIDA et al., 2015).

As proteinas do leite podem ser subdivididas em caseina (80%), esta sendo a principal
proteina do leite, € uma substancia coloidal complexa, associada ao calcio e ao fosforo,
podendo ser coagulada por acdo de acidos, coalho e/ou alcool; e proteinas do soro (20%), que
se encontram completamente dissolvidas na dgua do leite (FISCHER, 2010)

O leite ideal para o consumo de pessoas com intolerancia a lactose esta disponivel em
muitos paises. Embora a maioria das pessoas com intolerancia a lactose tenha poucos
sintomas com uma dosagem de lactose <12 gramas por refeicdo, a tendéncia geral na inddstria
é reduzir o teor de lactose o mais baixo possivel (VANSCHEPPINGEN et al; 2017)

N&o ha consenso global sobre os requisitos regulatorios para produtos sem lactose.
Enquanto no passado a maioria dos produtores de laticinios considerava a redugéo da lactose
como sendo suficiente para 0,5% ou 0,1%, a exigéncia atual em alguns paises & mesmo uma
reducdo para <0,01% antes que o leite possa ser chamado de livre de lactose (DEKER et al;
2019).
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2.2 Lactose

Pode se definir a lactose como um dissacarideo formado através de dois elementos:
glicose e galactose unidas por ligagdes B — 1,4, que estd presente no leite de quase todos 0s
mamiferos e sua concentracdo variade 2 a 10%. O leite bovino apresenta um teor de lactose
entre4,4% a 5,2 (GANZLE et. al, 2008).

A lactose, é o principal carboidrato do leite e de outros produtos lacteos produzidos
pela industria alimenticia, sua presenca € identificada com maior facilidade no leite de
mamiferos, a formacéo ocorre nas glandulas mamarias, atraves de um importante componete
gerado no organism a glicose. E considerado o componente mais importante do extrato seco
do leite produzido pelo animal, que vai de 40 a 50% de sua formagdo, em humanos a sua
presenca ¢ em menor quantidade, cerca de 7% (FISCHER, 2010).

A ingestdo da lactose pode causar disturbios intestinais para uma parcela da populagéo
que sofre de intoleréncia a este agUcar, ocasionada pela deficiéncia na producdo da lactase no
intestino(FOX, et al., 2015).

2.3 Intolerancia a Lactose

A intolerancia a lactose é ocorre quando um individuo ndo consegue ingerir alimentos
gue tenham lactose em sua composi¢cdo, provocando uma série de problemas e desconfortos
de saude. E o tipo mais comum de intolerancia a carboidratos e atinge em todo o mundo cerca
uma boa parcela da populacdo (MUNIZ et al., 2013; LIMA & ROCHA, 2016; SATAR, et al.,
2018). A intolerancia a lactose pode ainda ser deifinida como a inabilidade do organismo para
digerir completamente a lactose, que ocorre devido aos baixos niveis (ou auséncia) de
atividade da enzima [-galactosidase na mucosa intestinal como ilustrado na Figura
1(HEIDTMANNEet al, 2012).

A resolucdo da diretoria colegiada (RDC) 136/2017 publicada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), determinou que fossem realizadas pelas industrias e
fabricantes, mudancas nas informagdes de rotulos de alimentos que contém lactose. Os itens
com mais de 100 miligramas (mg) de lactose para cada 100 gramas ou mililitros do produto
obrigatoriamente devem indicar esta informacdo no rotulo de forma clara e de facil

localizagdo. O estabelecimento dessas normativas criou dentro do mercado brasileiro de
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3

alimentos, trés tipos de rotulagem para a lactose: “zero lactose” ou “baixo teor”, para os
produtos cujo teor de lactose tenha sido reduzido, e “contém lactose”, nos demais alimentos
com presenca desse acucar (FREITAS, 2013).

E importante destacar que sdo descritas, na literatura, trés classes de intolerancia a
lactose, que podem ter diversas origens: deficiéncia congénita da enzima; diminuicéo
enzimética secundaria oriunda de doencas intestinais; deficiéncia primaria ou ontogenética
(LONGO, 2006; FISCHER, 2010).

Deficiéncia congénita de lactase: é um defeito genético muito raro e manifesta-se nos
recém-nascidos, logo ap6s a primeira ou segunda ingestdo de leite, sendo uma condi¢do
permanente.Diminuicdo enziméatica secundaria: € a mais comum e pode ocorrer em
consequéncia de doencas que causam algum tipo de dano a mucosa intestinal ou apds as
cirurgias no aparelho digestivo. Deficiéncia priméria: E a mais frequente em toda a
populacdo, é uma tendencia normal em que o organismo com o passar da idade deixe de

produzir a lactase (MATTAR E MAZO, 2015).
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Imagem A Imagem B
A lactase hidrolisa a lactose. Nao ha A lactose nao absorvida no intestino grosso
sintomas de intolerancia a lactose provoca os sintomas de intolerancia a lactose.

Figura 1 — llustragcdes da acdo da lactase e em quando ocorre sua deficiéncia (FREITAS,
2013)

A maioria dos casos, 0s sintomas da intolerancia sdo parecidos, incluindo o inchaco do
trato gastrointestinal o que provoca desconfortos como nauseas e vémitos, gases, célicas e
diarreia. A intensidade dos sintomas ira variar de acordo com a quantidade de lactose ingerida

pelo individuo e a capacidade do mesmo em digeri-la (CORGNEAU et al., 2017).
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2.4 Enzimas

A formacédo das enzimas ocorre dentro das células de todos os seres vivos, plantas,
fungos e bactérias. Elas tém grande importancia para o desenvolvimento de varias
fungbes essenciais de qualquer ser vivo, incluindo os processos metabolicos que
convertem nutrientes em energia e em novos materiais para as células, além de apressar,
por exemplo, a reacdo dos processos bioguimicos, tornando-os mais eficientes (MULLER
etal., 2011).

Um dos papéis primordias das enzimas € o de promoveraceleracdode
umareacdotermodinamicamentesem provocar mudancgas na constante de equilibrio e a
energia livre de reagdo. Uma das diferencas basicas entre enzimas e catalisadores
quimicos sintéticos é a capacidade daquelas em catalisar reacdes sob condi¢cbes suaves,
em solucBes aquosas, a temperatura e pressdo normais, reduzindo a possibilidade de
alteracdo de compostos sensiveis ao calor, além de reduzir as necessidades energéticas e
os efeitos de corrosdo de todo o processo (FERRER et al., 2016).

Tanto os catalisadores quimicos, como o0s biol6gicos, perdem gradualmente sua
atividade ao participar das reacdes que participam. A adicdo de enzimas aos produtos,
principalmente nas indUstrias de alimentos e de ra¢Bes, contribui modificando matérias-
primas e mais recentemente ajudando na producdo de produtos especificos, destacando-seos
usos empanificacdo, namodificacdo demateriais amilaceos, na fabricacao de sucos de frutas, e
na modificacdo de proteinas (ALPTEKIN et al., 2010).

Diversos estudos analisaram as condi¢fes operacionais de enzimas na sua forma livre e
imobilizada, e em quase a totalidade deles as enzimas imobilizadas apresentam muitas
vantagens, em comparacao a livre, pois é viavel a sua utilizagcdo em novos ciclos. (GAUR et
al., 2006; RODRIGUES et al., 2013; BOSSO, 2016; SATAR-ANSARI, 2017).

Pode se destacar outras situagcdesconsideradas vantajosas em relacdo ao uso destas,
como por exemplo facilitar o controle das reacgdes, evitar a contaminagdo do produto por
proteina e permitir sua utilizacdo em diferentes configuracdes de reatores, ou biorreatores. A
técnica de imobilizacdo de enzimas também pode reduzir a inibicdo frente aos produtos
formados e meios reacionais (MATEO et al., 2007; SHELDON &VAN PELT, 2013;
RODRIGUES et al., 2013; JAFARY, et al., 2016; ANSARI, 2018).
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2.5 Imobilizacao de Enzimas

A imobilizacdo de enzimas pode ser definida como uma técnica que confina uma
enzima com atividade catalitica de interesse em um sistema. A imobilizacdo é capaz de
prevenir sua migracdo para 0 meio onde se encontram o substrato e o produto, de forma
gue a enzima se encontre fisica ou quimicamente associada a um suporte ou a uma outra
estrutura que pode ser definidacomo matriz (CARDOSO et al., 2009).

Como qualquer outro soluto, as enzimas em solugdo tem completa liberdade de se
movimentar, mas quando ocorre 0 processo de imobilizacdo a sua capacidade de transito
fica restrita (SOARES et al.,, 2017). Enzimas imobilizadas podem ser recuperadas,
garantindo sua reutilizacdo em processo sseguintes, reduzindo drasticamente 0s custos
deste insumo, sendo desta forma um fator determinante da viabilizagdo comercial do
processo (FALLEIROS et al., 2017).

Pode se destacar ainda outras situacfes consideradas vantajosas em relacdo ao uso
destas enzimas na forma imobilizada como por exemplo facilitar o controle das reagdes, evitar
a contaminacdo do produto por proteina e permitir sua utilizacdo em diferentes configuracbes
de reatores, ou biorreatores (DARIF, 2018).

E importante ressaltar que o processo de imobilizacdo de uma enzima pode inibir ou
aumentar a atividade e estabilidade desta dependendo das condi¢Ges usadas no experimento,
porém, ndo existe até agora um modelo estabelecido que defina a manutencdo destes
pardmetros apds o processo de imobilizagdo (DANTAS, 2017).

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos,
podendo esta ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise seja eficiente
em um determinado processo, ha a necessidade de protegé-las dainteracdo comosolvente,
meio no qual é realizada a reacdo, pois ele poderia provocar a inativagédo, impossibilitando
a catélise da reacdo (DALLA-VECCHIAet al., 2014). Na Tabela 1 sdo apresentados os
principais métodos de imobilizacdo de enzimas com suas vantagens e desvantagens.

O tipo da matriz desempenha um importante papel em bioprocessos continuos.
Algumas matrizes tém sido utilizadas para a imobilizacdo da B-galactosidade para usos
industriais. Estas matrizes principalmente poliméricas tendem a oferecer alta resisténcia
mecénica e alta densidade, estabilidade térmica, facilidade de manuseio, taxas de fluxo
elevadas em reatores continuos e fécil regeneracdo (SATAR e ANSARI,2017).
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Com relagdo as formas de imobilizagdo entre as mais usadas considerando o custo
benificio 0 método de inclusdo ou microencapsulagdo tem demonstrado destaque, neste em
especial as enzimas podem ser aprisionadas dentro da estrutura interna de alguns materiais
(geralmente polimeros) na forma de geis, microcapsulas, filmes ou membranas. Um
procedimento comum & preparar a solugdo contendo a enzima e o material polimérico e na
seqliéncia utilizar uma técnica (secagem, polimerizagdo) para coagular o material polimérico
contendo a enzima na forma desejada (KLEIN et al., 2018).

Outro método conhecido é a imobilizacao por ligacdo cruzada, esta por sua vez é livre
de suporte, e as enzimas estdo ligadas umas as outras, ou a proteinas inativas (gelatina,
albumina), formando uma estrutura tridimensional complexa. Pode ser obtida via métodos
fisicos ou quimicos. Quando obtidas por métodos quimicos sdo resultantes das ligacdes
covalentes entre as enzimas e sdo favorecidas pelo uso de agentes bi ou multifuncionais.
Como desvantagens do método estdo a baixa retencdo da atividade e a baixa estabilidade
mecanica, que dificulta sua aplicacdo industrial, além de pouca reprodutibilidade (SHELDON
e VAN PELT, 2013).

Dervaltz e colaboradores (2012) produziram B-galactosidase na presenca de lactose, ou
galactose, ou celobiose, ou xilose, ou arabinose, ou sacarose e ou glicose em frascos agitados
utilizando a levedura K. marxianus. Com substratos diferentes o resultado demonstrou que
houve importantes modificacdes no crescimento especifico e principalmente em suas taxas de
estabilidade. A lactose (2%) apresentou maior rendimento na produtividade especifica, seguida
por galactose, sacarose, celobiose, xilose, arabinose e glucose. Para Lima e Rocha, (2016) o
soro de leite desproteinizado e suplementado serviu como fonte de carbono alternativa para
KluyveromyceslactisNRRL Y1564 para produzir a enzima (-galactosidase e obteve-se uma
atividade de 3,5 U/mL com 12 h de fermentacao.

Tabela 1. Principais técnicas de imobilizacdo empregadas para imobilizacdo enzimatica
(Adaptado de PARIZZI, 2015).

Técnica de imobilizagdo Técnica Utilizada Vantagem Desvantagem
Adsorcaofisica Adsorcdo das moléculas de Facil preparacdo. Reuso do Grande dependéncia de
enzimas sobre a superficie de suporte. Manutencdo  da fatores como pH,

matrizes solidas sob condicoes

conformagdo enzimatica e do

temperatura e concentragio

fisicas e quimicas apropriadas. seu sitio ativo. enzimatica, causando

desprendimento
Ligacaocovalente Ligacdo entre a enzima e um Ligacdo muito forte, ndo Importante saber a
grupamento quimico ativado havendo perda de enzima estrutura da enzima, e na

sobre o suporte

durante bioprocessos.

Grande variedade de
grupamentos quimicos para
ativacdo e de suportes a serem

maioria dos casos isso ndo
acontece.

Perda da atividade
enzimatica, por afetar o
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Ligacdocruzada

Aprisionamento

LigacBes covalentes entre as
moléculas de enzimas por agdo
de reagentes multifuncionais,
conduzindo a agregados
enzimaticos tridimensionais
insollveis em meio aquoso, sem
utilizar suportes insoltveis

Retencdofisica da enzima

utilizados.

Reacbes de  acoplamento
enzima-suporte em condicdes
brandas.
Enzimas
diferentes

imobilizadas em
formas: géis
enzimaticos, membranas
enzimaticas e derivados
adsorvidos em monocamadas.

Utilizada associada a outros
métodos, como na adsorgéo
fisica

Enzima Pode ser aplicado a
qualquer tipo de enzima.

Processo simples.
Enzimas ndo passam por
mudangas quimicas.

sitio ativo em alguns casos.

Frequente e inevitavel
inativacdo da enzima.

Condigdes de reacdo sdo
severas.

Grande dependéncia de
fatores como pH,
temperatura e concentracdo
enzimatica, tempo de
reacdo e forca ionica.
Limitado a sushstratos e
produtos de baixo peso
molecular.

Outro fator a ser considerado € a fonte de onde se obtém a B-galactosidase, tendo em

vista a sua grande variedade de producdo em todo o mundo, o resultado pode direcionar a sua

aplicacdo nos diversos campos da indUstria como pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. Métodos utilizados para a imobilizacdo de pB-galactosidase de diferentes fontes
microbianas, principais caracteristicas do método e aplicacéo.

Fonte da Método de Rendimento Estabilidade Aplicacéo Referéncia
enzima Imobilizacéo Temperatura
Aspergillusoryzae Confinamento 67% 45° C Industriade  FALLEIROS
Alimentos etal., 2017
Streptococcus Adsorcéo 49% 55°C Industria de KLEIN, et al.,
thermophilus Ativos 2018
Ambientais
Bacillus Circulans Confinamento 66% 40°C Industria de TORRES &
Alimentos/ BATISTA-

Biotecnologia/ VIEIRA, 2012
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Salde Publica
Kluyveromyces Ligacdo 57% 60°C Industriade CABUKet al.,

lactis Cruzada Alimentos 2015

2.6 p-galactosidase

A B-galactosidase ou lactase € amplamente conhecida por ter a capacidade
decatalisar a hidrolise de B-D-galactopiranosideos, incluindo lactose, assim como reacdes
de transgalactosilacdo. Para produzir galacto-oligossacarideos (GOS) quando lactose ou
qualquer outro receptor galactosil apropriado é usado (MORSCHBACHER et al., 2016).

Na Figura 2 séo apresentadas a forma de rotas de conversdo da enzima -galactosidase.

Lactose Glicose

y .‘ T = o
"\ ""/\/»77/
’ \r/l/A ,‘

GOS

Figura 2 — Rotas de conversdo da enzima -galactosidase (DARIF, 2018).

O uso da B-galactosidase em escala industrial ocorre, com fontes de micro-organismos
considerados como seguros (GenerallyRecognized as Safe - GRAS). Para se ter segurancga
com relagdo ao seu uso, algumas caracteristicas sdo avaliadas como por exemplo a
termoestabilidade, a alta atividade enzimatica e a temperaturas consideradas aceitaveis
(LADERO et al., 2012; HUSAIN, 2010; NATH et al., 2015).
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A enzima [-galactosidase deve ser obrigatoriamente de origem microbiana para ser
utilizada na industria alimenticia, sendo os seguintes microrgaismos fontes de sua producéo:
Aspergillusniger, A.oryzae, A. oryzae expresso em A.niger, Candida tropicalis, Kluyveromyce
sfragilis, K.lactis, Kluyveromyce marxianus ou Saccharomyces sp.(SAQUIB et al., 2017).

A aplicagdo de B-galactosidase na hidrdlise de lactose é um assunto que vem sendo
discutido pelos pesquisadores e tem chamado a atencdodaindustria de laticinios apesar de
grande parte das industrias ainda utilizar a B-galactosidase na forma livre, porém a
imobilizacdo da enzima tem apresentando resultados satisfatorios ja que esta € uma area
atrativa pois oferece beneficios e reduz custos de producéo (KLEIN et al., 2018).

A enzima B-galactosidase de A.oryzae é considerada uma das mais propicias para se
realizar a hidrolise da lactose, em especial a do soro de leite, por conta de sua boa estabilidade
em ampla faixa de pH e além dos resultados de atividade étima em pH é&cido e alta
estabilidade térmica (HATZINIKOLAOUE et al., 2005; SANGEETHA, et al., 2015).

2.7 Hidrolise da Lactose

O processo de hidrolise da lactose tem se apresentado na Gltima decdda como uma
ferramenta promissora, principalmente para a industria alimenticia, sendo considerada
inclusive como um dos passos biotecnologicos mais importantes para se realizar a
modificacdo de produtos compostos por leite. Esta técnica também é considerada vantajosa
tendo em vista que pode, resultar na diminuicdo da cristalizacdo da lactose em produtos
lacteos (leite condensado, doce de leite, iogurte, sorvete, concentrados de leite ou soro) e o
aumento do poder adocante (FREITAS et al., 2011; GURDA et al., 2012; SOUZA et al.,
2018).

Dois métodos podem ser citados como principais na hidrolise da lactose, o método

acido e o método enzimatico:

Acido: a principal caracteristica em que ocorre areacio é muito rapida, e tem como
principio 0 uso de solugbes diluidas de &cido fortes, como sulfurico e cloridrico, e
condicdes operacionais severas de pH e temperatura (1,0<pH<2,0;
100<temperatura<150°C), por isto tem sua aplicacdo comercial na industria
alimenticia limitada, j& que pode alterar significativamente as caracateristicas
organolépticas do alimentos (GEKAS 2015; FOX et al., 2015).



22

Enzimético: mais comum na inddstria e sem centros de pesquisa, pois este tem
facilmente aplicacdo diretamente no soro ou no leite, sem necessidade de um
tratamento especial, além de ndo alterar caracteristicas como sabor e cor.Normalmente
a hidrolise é catalisada pela p-galactosidase e se processa em condi¢fes amenas de pH
e temperatura (30 a 40°C) (GEKAS & LOPEZ-LEIVA 1985; BAILEY &
OLLIS,1986; GUIMARAES, 2015).

Outro destaque importante com relacdo ao a lactose é sobre 0 seu grau de dogura,
tendo em vista que a dogura da lactose hidrolisada € de aproximadamente 70% da sacarose.
Com isso pode se chegar a um resultado a economia de sacarose no preparao de produtos que
necessitam adicdo de agucar para atrair o paladar do consumidor. O soro de leite hidrolisado é
ideal para a preparacdo de lacteos como, sorvetes, bebidas ou iogurtes (FISCHER, 2010;
NATHet al., 2015).

O processo de hidrolise ocorre da seguinte forma: a enzima (-galactosidase, a qual
hidrolisa o referido dissacarideo nos seus monossacarideos constituintes, B-D-galactose e a-
D- glicose (FREITAS, 2013). A Figura 3 apresenta 0 processo quimico que ocorre para

hidrolise da lactose, através da enzima beta-galactosidase.

HOCH,
HO 0. oH
Kor _ )
HOCH, OH
HO /| 0 ' Galactose

HOCH

™S

; I A 0, o
OH HOCH, “-
OH )
Lactose HO y

OH
Glicose

Figura 3 — Hidrolise enzimatica de lactose catalisada por p-galactosidase (FREITAS, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a encapsulagdo da enzima - galactosidase comercial de Aspergillus oryzae
(Deslac®) em diferentes condicdes, bem como caracterizar a enzima livre e imobilizada

visando sua aplicacdo na reacdo de hidrdélise da lactose.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar os diferentes parametros de imobilizacdo de B-galactosidase;

e Analisar propriedades bioguimicas dos derivados da imobilizacdo e da enzima livre
para a realizacdo da hidrolise enzimatica da lactose;

e Analisar os parametros cinéticos dos derivados da imobilizacdo e da enzima livre;

e Determinar a vida de prateleira da enzima imobilizada.



24

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material

A enzima comercial p-galactosidase de Aspergilus oryzae (Deslac Laboratério
Maxinutri do Brasil) foi utilizada para os experimentos de hidrdlise da lactose. O soro de leite
seré obtido de laticinios da regido de Palmas-TO. Os demais reagentes utilizados no presente

projeto serdo de grau analitico.
4.2.  Imobilizacdo da enzima p-galactosidase

As solugdes de alginato foram preparadas dissolvendo o alginato sélido emégua
destilada na concentracdo 2% (m/v). B-galactosidase sollvel e a solucdo de alginato (1:1)
foram misturados em vortex formando um volume total de 40 mL. A mistura alginato/enzima
foi, entdo, gotejada em 100 mL de solucdo precipitante de cloreto de céalcio 0,2 M sob
constante agitacdo com o uso de agitador magnético. As esferas de alginato recém-formadas
permaneceram por mais 20 minutos na solucdo para garantir total solidificacao das particulas,
sendo em seguida separadas da solucdo de calcio com o uso de papel de filtro e lavadas com
agua destilada. A solucdo de célcio e lavagens foram reservadas e utilizadas para analises

enzimaticas e contetdo proteico.

4.3. Meétodos de Imobilizagédo

4.3.1. Imobilizacao com alginato de sddio nativo

Adicionou-se 20 mL da solugdo de -galactosidase em 20 mL de solugéo alginato de
sodio (2%, p/v) e agitados até a mistura ficar homogénea. A mistura foi gotejada em 10 mL de
solugéo de CaCl, (147 mM) com uma seringa para formar os pellets. O tamanho dos pellets
foi alterado utilizando diferentes tamanhos de seringa. Foram utilizados os seguintes calibres

de seringa: 0,45mm, 0,70mm, 0,90mm.

Depois dos pellets terem formado (aproximadamente ap6s 20 min) foram separados
da solucdo de CaCl, por filtracdo a vacuo e lavados com &gua destilada esterilizada. Apds 0s
pellets foram armazenados em tampdo Mcllvaine (Citrato-fosfato), pH 4,5 a 4 °C por 15

horas.
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4.3.2 Imobilizacdo com alginato de sédio/glutaraldeido

A imobilizacdo foi conduzida em duas etapas. Primeiro a f-galactosidase foi reticulada
usando 2,5% da solucéo de glutaraldeido como segue: 2 mL de pB-galactosidase foi adicionada
a 1 mL de 25% da solucdo de glutaraldeido e agitados por 3 horas a 25°C. A esta solucao foi
adicionado o alginato de sdédio (2%) e agitado até a mistura ficar homogénea. A mistura foi
gotejada em 100 mL de solucdo de CacCl, e lavados com agua destilada esterilizada. Ap6sos

pellets foram armazenados em tamp&o Mcllvaine pH 4,0 a 4°C por 15 horas.

4.3.2.1 Modificagdes do alginato de soédio para imobilizagéo

As mesmas técnicas aplicadas para a imobilizacdo em alginato de célcio foram
repetidas para alginato de célcio mais adjuvantes: carboximetil celulose, quitosana, pectina e
sulfato de sddio. A imobilizacdo da enzima com e em reticulacdo em glutaraldeido foram

analisados como segue:

Misturou-se uma solucdo de carboximetilcelulose, ou quitosana, ou pectina ou sulfato de
sodio (1%, p/p) a uma solucdo de alginato de sddio (2%, p/p), até dissolver completamente.
Adicionou-se a enzima reticulada com glutaraldeido ou ndo, resultando em uma solucédo
diluida 40x, e a mistura foi, entdo, gotejada em solucdo precipitante de cloreto de célcio sob
constante agitagdo com o uso de agitador magnético. As misturas foram, entdo, gotejadas em
solucdo precipitante de cloreto de célcio 0,2M sob constante agitacdo com o uso de agitador
magnético, deixadas sob agitacdo durante 10 min e as esferas foram recolhidas por filtragdo, e

depois lavadas com &gua destilada.
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4.4 Determinacdo da atividade enzimatica

A atividade catalitica da p-galactosidase soltvel e imobilizada foi determinada pelo
método das velocidades iniciais da reacdo de hidrolise de lactose, utilizando uma solucéo de
100 mL delactose em concentragdo (2%), em pH 4,5 a 35°C, o tempo de reacéo foi de 5
minutos, os testes foram realizados com base no coeficiente de extingdo molar da glicose que
é de 180g/mol. A glicose formada foi dosada pelo método da glicose-oxidase. A leitura foi

feito em espectrofotbmetro a 595nm.

A unidade de atividade (U) foi definida como grama de glicose produzida por litro do

meio por minuto por grama de enzima imobilizada.

4.5 Determinacédo de proteinas totais

As proteinas totais foram determinadas utilizando método de Bradfor, utilizando
soroalbomina bovina como padrdo (BRADFORD, 1976).

4.6 Determinacédo dos parametros da imobilizacao

A eficiéncia da imobilizacéo foi calculada com a equacao:

Eficiénciadaimobilizacio = L:__;ﬁ x 100
[l

Onde, C; é a concentracdo inicial de proteina, V; é o volume inicial de enzima na solucéo, Cs €

a concentracdo de proteina no filtrado total, V¢ € o volume total.

O rendimento da imobilizacdo (RI)sera calculado, utilizando a equacéo:

atividade da enzima imobilizada
RI = — , . — — , - x 100
atividade enzima livre inicial — atividade enzima na agua de lavagem
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A atividade da enzima imobilizada sera definida com a equacéo:

atividade da enzima nos derivados

Atividade da enzima imobilizada (U/g) = derivado da imobilizacao (g)

4.7 Propriedades fisico-quimicas da enzima livre e imobilizada

4.7.1 Determinacdo da atividade étima

A temperatura 6tima de atividade da enzima livre e imobilizada foi determinada nas
temperaturas de 10 a 70 °C, com intervalos de 5 °C, em tampao Mcilvaine pH 4,5. O pH
6timo de atividade foi determinado em diferentes tampdes variando o pH de 3 a 8, com
intervalos de 0,5. A determinacdo da atividade foi determinada conforme descrito

anteriormente.

4.7.2 Cinética Enzimatica

Para o célculo dos parametros cinéticos Kn e Vma foi empregado o método
grafico de Lineweaver-Burk, a partir do modelo  de Michaelis-Menten como segue

abaixo:

Vs [S5 |

V- —
K. +[S.]

Atraveés da linearizagdo da Equacdo anterior obtém-se uma nova equagéo:
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4.7.3 Testes de estabilidade térmica da enzima B-galactosidasesolivel eimobilizada

Para se avaliar a estabilidade térmica da enzima B- galactosidase solivel e imobilizada
amostras foram testadas em banhos termostaticos que estavam calibrados nas temperaturas de
40,50 e 60 °C. Periodicamente, aliquotas foram retiradas e suas atividades residuais foram
determinadas sendo o intervalo do tempo 0 a 1440 minutos (24 horas). Ap0s o calculo de
todas as atividades iniciais e residuais, calculou-se a atividade relativa que foi definida como a

razao entre a atividade enzimatica do estado final e a atividade enzimatica do estado inicial.

4.7.4 Efeito da adicdo de sais sobre a atividade enzimatica

Seguindo os parametros ja definidospara identificacdo das atividades enzimaticas da
enzima s6luvel e imobilizada, nestes testes foramusados diferentes sais adicionados ao meio
reacional para identificar a capacidade de modificacdo dos resultados em atividade especifica,
foram eles: sulfato demaganes (MnSQ,), cloreto de sédio (NaCl,) , cloreto de célcio (CaCl,),
e sulfato de magnésio (MgSQO,). Concentracdo utilizada: 10 mM, pH: 4,5 e temperatura de

45,0 ° C. Os resultados obtidos tiveram como parametro o controle.

4.8 Estabilidade de estocagem da enzima B-galactosidase soltvel eimobilizada

A B-galactosidase soluvel e imobilizada foram estocada em tampdo Mcilvainne (citrato-
fosfato) a pH 4,5 a 10 °C (em geladeira). A cada 5 dias, amostras foramretiradas e a atividade
da enzima foi medida. Sendo considerada a sua perda de atividade enzimatica abaixo de 50%

quando se compara a sua atividade inicial (controle).

4.9 Hidrolise do Soro de Leite e Leite Integral

B-Galactosidase imobilizada foi utilizada sucessivamente em reacdes de hidrdlise com
lactose, e a atividade da primeira reacdo foi considerada 100%. Apds um ciclo, as mesmas
particulas (enzima ligada ao suporte) foram removidas do meio de reacdo, lavadas com
tampao citrato-fosfato (Mcilvaine) pH 4,5 e reutilizadas, sendo esse procedimento repetido

por 4 ciclos de uso. O mesmo procedimento foi realizado utilizando soro de leite e leite
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comercial integral. A composicdo do leite utilizado neste experimento é apresentada na
Tabela 3.

Nesta etapa, estudou-se a aplicagdo da enzima B-galactosidase na hidrélise da lactose. As
reacOes foram conduzidas embatelada, utilizando tubos deensaio, contendo 50 mL de uma
solucdo sintética (lactose 2,0% (m/v) em tampédo Mcillvainnecitrato-fosfato pH 4,5). A reagédo
foi iniciada adicionando-se 0,1 mL de extrato enzimatico, ou 0,1 g de enzima imobilizada.A
cada tempo pré-determinado,retiraram-se amostras (100pL).

Tabela 3 - Composicao do Leite Desnatado utilizado no estudo de hidrdlise.

Quantidade

Valor Energético |83 kcal=349kJ

Carboidratos 9,29

Proteinas 6,29

GordurasTotais 2,49

GordurasSaturadas |1,4 g

Gorduras Trans 0g

Colesterol 0 mg

FibraAlimentar O0g

Sédio 120 mg

Calcio 243 mg

Composicéo fornecida pela empresa Leitbom para 200mL deleite.



30

5. RESULTADOS E DISCUSSOES.

5.1 Imobilizagédo da Enzima

A Tabela 4 mostra os resultados obtidos referentes a imobilizagdo de B-galactosidase
comercial de A. oryzae(Deslac® Laboratério Maxinutri do Brasil) em diferentes suportes. A
recuperacdo da atividade enzimaética foi calculada com base no valor da atividade inicial da
enzima P-galactosidase, determinada sobre o substrato lactose.

Diante dos resultados com a imobilizacdo da enzima em alginato convencional
observou-se atividade especifica de 0,71 U/mg, eficiéncia da imobilizacdo de 74,42% e
rendimento de 3,19%. Embora a eficiéncia da imobilizagdo tenha sido relativamente alta
guanto ao total de enzima inicial aplicado no sistema, os resultados de atividade especifica e
de rendimento da imobilizacdo apontam para provaveis problemas difusionais do
procedimento, podendo estar relacionado com a movimentacdo do substrato para o interior

das pérolas de alginato e saida do produto para o0 meio reacional.

Ahmedi et al. (2015) relataram o coeficiente de difusdo de substratos em esferas de
alginato de calcio contendo peroxidase imobilizada. Os autores explicam que o biopolimero
primeiro reduz o volume disponivel para a entrada do substrato, sendo denominado efeito de

exclusio.

E que a parte impenetravel do biopolimero aumenta o comprimento do caminho para o
movimento do substrato, sendo denominado efeito obstrugdo. Com isso os valores
experimentais podem variar significativamente comparados com aqueles obtidos para

biocatalizadores soluveis.



Tabela 4. Diferentes suportes utilizados para imobilizacdo de B-galactosidase de A. oryzae(Deslac®).
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Matriz Proteina no Atividade  Eficiéncia da Rendimento
derivado especificano Imobilizacéo da
(ma/g) derivado % Imobilizagéo
(U/mg) %
Alginato de sodio 2%. 1,23+0,08 0,71+0,01 74,42 £4,93 3,19%
Alginato de sodio 2% (p/v) + CMC 1% (p/v) 0,72+0,08 7,65+0,64 43,01 +5,29 43,68%
Alginato de sodio 2% (p/v) + Quitosana 1% (p/v). 1,09+0,15 5,81+1,14 48,64 16,78 30,54%
Alginato de sodio 2% (p/v) + Pectina 1% (p/v) 0,94+0,13 5,66+£1,93 53,29 + 7,79 32,58%
Alginato de s6dio 2% (p/v) + NaSO4 1% (p/v). 0,85+0,17 4,94+0,50 49,87 + 6,35 24,26%
Alginato de s6dio 2% + Glutaraldeido (2:1 v/v) 1,52+0,09 3,82+0,35 64,21 +3,94 40,69%
Alginato de sodio 2% (p/v) + CMC 1% (p/v) + Glutaraldeido (2:1 v/v) 0,98+0,15 6,36+0,82 50,28 £7,81 32,14%
Alginato de sédio 2% (p/v) + Quitosana 1% (p/v) + Glutaraldeido (2:1 1,04+0,05 4,34+0,12 54,66 £2,94 22,80%
vIv)
Alginato de sodio 2% (p/v) + Pectina 1% (p/v) + Glutaraldeido (2:1 v/v) 0,61+0,00 11,97+0,22  30,83+0,31 59,03%
Alginato de sodio 2% (p/v) NaSO4 1% (p/v) + Glutaraldeido (2:1 v/v) 0,80+0,05 6,92+0,56 54,18 + 3,52 42,50%
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A modificacdo de matrizes para a imobilizacdo de enzimas por adjuvantes tem
importante papel na capacidade no estabelecimento de redes e garantir uma maior estabilidade
do sistema bem como a difusdo dos produtos da reacdo. Se de um lado um suporte escolhido
pode aumentar o tempo de meia-vida da enzima que passou pela imobilizacdo, de outro uma
escolha equivocada também pode alterrar completamente o desempenho completo de todo o
sistema (TIEN et al., 2004). Dessa forma, a enzima P-galactosidase foi submetida a
tratamentos com glutaraldeido previamente a adi¢do ao alginato e modificagdes na matriz de
alginato foram realizadas com a adicdo de adjuvantes pectina, carboximetil celulose (CMC),

quitosana e sulfato de sodio (Tabela 4).

A adicdo dos adjuvantes CMC, quitosana, pectina e sulfato de s6dio em associacdo do
alginato melhorou a recuperacdo da atividade especifica entre 85,62% e 90,72% comparado
ao alginato de sddio (0,71 U/mg de proteina). O rendimento da imobilizagdo também
aumentou com a adicdo dos adjuvantes entre 24,26% e 43,68%, sendo o maior valor
observado com CMC. Por outro lado, a eficiéncia da imobilizacdo reduziu consideravelmente
comparado com o alginato sem modificacdes. O uso de adjuvantes na imobilizacdo de
diversas foram utilizados juntamente com alginato para otimizar as condi¢des experimentais
tais como atividade enzimatica, estabilidade e reuso (KUMAR et al., 2017; SEKER & ZAIN,
2016; NERYA & KUBOTA, 2016). Os autores relataram que a adicdo de adjuvantes
melhoraram as condicGes difusionais das matrizes de imobilizacdo por meio da observacao
das alteracGes dos pardmetros cinéticos das enzimas.Gauret et al. (2006) imobilizaram f-
galactosidase de A.oryzae em quitosana, sendo que a recuperacao enzimatica apos 0 processo
de imobilizacéo foi de 18,4%.

O tratamento inicial da enzima B-galactosidase com glutaraledido foi realizado para
promover ligacGes cruzadas entre as moléculas protéicas. Nestas condi¢bes experimentais, a
matriz contendo alginato-pectina-glutaraldeido apresentou os melhores resultados para
atividade especifica (11,97 U/mg) e rendimento (59,03%). Este resultado indica que a maior
recuperacdo da atividade enzimatica especifica foi favorecida pela diminuicdo dos efeitos
difusionais observados por Ahmedi et al. (2015) durante a imobilizagcdo de peroxidase em
alginato de célcio. Satar et al. (2018) verificaram que o papel do glutaraldeido na estabilidade
de transposicdo para sistemas de B-galactosidase imobilizadosé mais eficiente e eficaz em
comparagdo com outros aldeidos na formacéo de ligagdes cruzadas estaveis, porque promove
maior estabilidade operacional e térmica, além de ser mais efetivo na hidrdlise da lactose do

leite em reatores continuos e em batelada. Tanriseven e Dogan (2016) imobilizaram a enzima



33

[B-galactosidase A.oryzae em fibras compostas de alginato e gelatina reticuladas com
glutaraldeido. Os autores observaram que o processo de imobiliza¢do resultou em 56% da

atividade enzimatica relativa retida por 35 dias.

Diante das condicGes e hipoteses analisadas, por apresentar maior rendimento e maior
atividade especifica em proteinas optou-se por utilizar o suporte alginato de sddio 2% (p/v) +

pectina 1% (p/v) + glutaraldeido (2:1 v/v) na sequéncia do estudo.

5.2 Caracterizagdo das Enzimas Soluvel e Imobilizada

5.2.1 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

Na Figua 4 sdo apresentados os resultados para o efeito do pH sobre a atividade
enzimética da enzima livre e imobilizada. O pH exerce uma funcdo fundamental sobre a
estrutura tridimensional da enzima alterando o seu comportamento acido-basico da molécula e
do substrato (CAMPELLDO, et al., 2012).

. A maioria das enzimas tem um valor de pH caracteristico em que sua atividade é
maxima, em valores acima ou abaixo deste valor a atividade se reduz, podendo ocorrer
desnaturacdo irreversivel em extremos de pH. Em geral, lactases oriundas de leveduras
apresentam um pH 6timo em torno de 6,0 — 7,0, o que foi observado neste estudo. A
variacdo da atividade das enzimas em diferentes valores de pH refletem o pH no qual
importantes grupos doadores ou receptores de protons no sitio catalitico estdo em seus estados
de ionizacdo adequados (TORRES e BATISTA, 2012).
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Figura 4 — Influéncia do pH sobre a atividade enzimdtica de B-galactosidase de A.
oryzae(Deslac®)nas formas livree imobilizada emalginato+pectina+glutaraldeido. Condigoes

experimentais: tampao Mcllvaine (Citrato-fosfato), temperatura de reacdo a35°C.

A enzimap-galactosidaseapresentou atividade 6tima em pH distintospara a livre (pH
5,0) e imobilizada (pH 6,5) com queda acentuada da atividade acima e abaixo destes valores
6timos, respectivamente. Na enzima imobilizada observou-se a formacdo de uma faixa do pH
de 5,0 a 6,5, situacéo que pode ser explicada por conta da afinidade de A. oryzae com pH mais
acidos. Observou-se ainda que a enzima imobilizada apresentou baixa atividade enzimatica
abaixo de pH 4,0, enquanto para a enzima séluvel houve atividade enzimatica de 60% em pH
3,5.

Ansari et al. (2018) ao avaliarem imobilizagao de B-galactosidase em nanoparticulas
de agarose sintetizada conseguiram observar que em condi¢cdes mais &cidas, como pH 3,0, a
B-galactosidase soltvel perdeu mais de 65% de atividade, enquanto a enzima imobilizada
reteve 84% de atividade. Sob condic¢Ges mais alcalinas, tais como pH 8, a enzima livre perdeu
83% de atividade, enquanto a enzima imobilizada reteve 46% de atividade, indicando assim
que a resisténcia da B-galactosidase a desnaturacdo acida e basica aumentou notavelmente
apos a imobilizacdo. Esses resultados podem ser explicados porque o pH provoca uma
mudanca dréstica na estrutura tridimensional da enzima, além das cargas iénicas dos residuos

da enzima que catalisam a reacdo e o carater i6nico do substrato, sendo que é importante
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considerar ainda que esse processo pode alterar o microambiente da enzima e

consequentemente a atividade hidrolitica do biocatalisador.

Hernaiz e Crout (2010) também observaram mudanca no pH 6timo da enzima ao
avaliarem a imobilizacdo de p-galactosidase comercial produzidapela bactéria Bacillus
circulans em Eupergit® C. Os autores observaram pH 6timo de atividade para a enzima
livreem 6,0, para a enizma imobilizada o pH 6timo foi de 5,3. Zhou e Chen (2001) ao realizar
a imobilizacao de B-galactosidase de Kluyveromyces lactis em grafite observaram que ocorreu
uma mudanga no pH 6timo para um valor alcalino (7,7) ao ser comparado com a enzima livre
(6,6).Dwevedi e Kayastha (2009) ao avaliarem o pH 6timo da enzima B-galactosidase
produzido por Pisums ativum imobilizada em quitosana (1% m/v) reticulada com
glutaraldeido nos substratos obtiveram valores de 2,8 e 4,4, respectivamente para a enzima
imobilizada e livre. Campello et al., (2012) ao avaliarem a imblizacéo B-galactosidase em
Eupergipt C, conseguiuram identificar que a enzima livre e imobilizada apresentaram pH
otimo 6,6 com queda acentuada da atividade acima e abaixo deste valor. Os autores
observaram ainda que a enzima livre ndo apresentou atividade enzimaética abaixo de pH
6,0, enquanto para a enzima imobilizada houve atividade enzimética até pH 4,6. Por
outro lado, a enzima, quando imobilizada, ndo apresentou atividade enzimatica em pH
7,6 a 8,6.

5.2.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica

A influéncia da temperatura enzimatica foi determinada através das atividades das
enzimas [-galactosidase livre e imobilizada na faixa de 10 a 70°C (Figura 5).A maior
atividade enzimatica da enzima livre foi observada a 45 °C, enquanto para a enzima
imobilizada foi a 40 °C. Pode-se verificar ainda que a enzima solGvel apresentou maiores
valores de atividade entre 35°C e 45°C, com uma queda acentuada acima de 45°C, resultado
que pode ser atribuido a desnaturagdo protéica, comportamento similar também observado

para a enzima imobilizada.

As reacOes enzimaticas, como na maioria das rea¢Ges quimicas, tém sua velocidade
acelerada pelo aumento da temperatura, dentro da faixa em que a enzima é estavel e mantém
sua atividade integral (LI-LI et al., 2015). Ao se aumentar a temperatura, acredita-se que

ocorre um aumento na atividade da enzima, sendo isto resultado de colisdes entre enzima e
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substrato. Este aumento na atividade termina quando se inicia o processo conhecido como
desnaturacdo, que por sua vez é provocada por conta das condi¢des de temperaturas, quando
as colisbes se tornam desordenadas, tendendo ao rompimento das interacdes moleculares da

estrutura enzimatica, diminuindo sua atividade catalitica (ALPTEKIN, 2010).

B =—e—Enzima livre
100

—8—LEnzima imobilizada
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=
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10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
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Figura 5. Influéncia da temperatura sobre a enzima de B-galactosidase de A. oryzae(Deslac®)
livre e imobilizada em alginato+pectina+glutaraldeido. CondicGes experimentais: as reacdes
foram realizadas em tampao Mcllvaine pH 5,0 para a enzima livre e em pH 6,5 para a enzima

imobilizada.

Campello et al. (2012) observaram atividade o6tima da enzima [-galactosidase a 45 oC
para as enzimas livres e imobilizadas em Eugerpit®. Ladero et al. (2012) observaram
atividade 6tima a 40°C para a enzimas f-galactosidase proveniente de Kluyveromyces fragilis
imobilizada em silica-alumina. Satar e Ansari (2017) ao avaliarem (-galactosidase a partir de
Cicerarietinum em uma matriz de agarose funcionalizada com glutaraldeido observaram
temperatura 6tima 50 °C. Alves (2008) avaliaram que a temperatura Otima para a [-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus livre e imobilizada foi de 37°C e 40°C,
respectivamente. Heidtmannet al. (2012) realizando a caracterizagdo cinética e
termodindmica de P-galactosidase de K.marxianus CCT 7082 fracionada com sulfato de

amonio observaram temperatura 6tima de 45-50 °C. Os autores consideraram que 0 processo
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de imobilizacéo ndo alterou os fatores de temperatura étima. Cabuk et al. (2014) estudaram a
imobilizagcdo de p-galactosidase de Kluyveromyces lactis em matriz de quitosana —
hidroxiapatita e verificaram ndo existir alteracbes na temperatura 6tima da enzima (37°C)

qguando se comparou a sua forma livre e imobilizada.

5.2.3 Energia de ativacao pela equacéo de Arrhenius

Para o célculo de energia de ativacdo se avalia a teoria de que ao levar todas as
moléculas de um mol de uma substancia até o estado de transicdo, necessita-se de uma
quantidade de energia definida como energia de ativacdo (Ea) (CAMPELLO et al., 2012).
Para seu célculo, utilizou-se os valores da atividade enzimatica em funcdo da temperatura,

para ambas as enzimas livre e imobilizada (Tabela 5).

Considerando que R é igual a 8,314 ki.mol™ a energia de ativacdo calculada
corresponde 22,99 kJmol™ e 36,68 kJmol® para as enzimas livre e imobilizada,
respectivamente.

Na Figura 6 (A e B) é apresentado o perfil de energia de ativacdo pela equacdo de
Arrhenius para enzima sollvel (A) e imobilizada em alginato de sédio modificado. A energia
de ativacdo (E;) para transformacdo de reagentes em produtos em reacdes enzimaticas

est4 compreendida entre 6,0 e 15,0kcal.mol™ (correspondendo a 25,10 a 62,76 kJ.mol™).
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Tabela 5 — Dados usados na construcdo do grafico para o célculo da energia de ativacao

para a enzima B-galactosidase na forma livre e imobilizada.

Atividade Enzimatica Especifica

(U/mg)*
T T
Enzima solavel  Enzima imobilizada

C) (K

10 283 3,93 3,44
15 288 6,90 4,85
20 293 8,11 5,22
25 298 8,80 8,86
30 303 10,67 10,91
35 308 12,94 13,98
40 313 14,44 16,33
45 318 14,73 14,69
50 323 12,64 11,02
55 328 10,96 7,52
60 333 9,96 5,74
65 338 7,35 4,55
70 343 4,36 3,25

* Valores médios de dois experimentos
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Figura 6. Perfil de energia de ativacdo pela equacao de Arrhenius para enzima solavel (A) e

imobilizada em alginato de sdédio modificado (B).
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5.2.5 Estabilidade Térmica de p-galactosidase

A estabilidade térmica da enzima p-galactosidasede A. oryzae (Deslac®) foi analisada
nas termperatura de 40 °C, 50 °C e 60 °C (Figuras 7 e 8).A influéncia da temperatura na
estabilidade de B-galactosidase imobilizada foi estudada a partir dos resultados das atividades
relativas em fungcdo do tempo de incubacdo, nas temperaturas estudadas. O efeito da
imobilizacéo sobre a estabilidade térmica tem sido demonstrada por vérios trabalhos, havendo
uma relacdo direta do aumento da estabilidade com o processo de imobilizacdo devido ao
aumento de ligacbes da enzima ao suporte (GURDAS et al., 2012; FREITAS, 2013, DEKER
etal., 2019).
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Figura 7. Ensaios de termoestabilidade para p-galactosidase imobilizada em
alginato+pectina+glutaraldeido. Condigdes experimentais: as reacdes foram realizadas em

tamp&o Mcllvaine em pH 6,5 a 45 °C para a enzima imobilizada.
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Figura 8. Ensaios de termoestabilidade para p-galactosidase livre. Condigdes
experimentais: as reacles foram realizadas em tamp&o Mcllvaine pH 5,0 a 40 °C para a

enzima livre.

Os resultados obtidos para a B-galactosidase de A. oryzea imobilizada ou livre
mostram que a enzima ndo apresentou diferengas quanto a termoestabilidade nos
processos utilizados na imobilizacdo. A meia-vida da atividade enzimatica (Ty,) para a
temperatura de 40 °C foi de 120 min; a 50 °C foi observada a 240 min para a enzima
imobilizada e 120 min para livre. Para a temperatura de 60°C a enzima reteve 50% da
atividade apds 30 min para a enzima imobilizada e livre. Aradjo et al. (2015) analisaram a
estabilidade térmica de p—galactosidase imobilizada em duolite A568. Os autores
verificaram que reteve 50% da atividade apds 30 min de incubagdo a 55 °C e 60 °C;
enquanto a 65,0 °C a meia-vida da enzima foi observada apds 15 minutos de incubacao.

A termoestabilidade de enzimas imobilizadas foi estuadas por varios autores,
mostrando que a imobilizacdo pode oferecer maior resisténcia a inativagdo térmica (ZHOU&
CHEN, 2001; BOSSO et al., 2016; SOUZA et al., 2018).Bosso et al. (2016) ao avaliar a
estabilidade térmica daf—galactosidase de K.lactis e A.oryzae verificaram que 0 aumento da
velocidade de inativagdo da enzima [B-galactosidase de K. lactis foi diretamente proporcional
ao aumento da temperatura, principalmente a partir de 40°C. Os autores observaram que a
enzima de A. oryzae mostrou-se mais resistente ao aumento da temperatura; enquanto a

enzima de K. lactis apresentou uma correlacdo linear negativa, entre o tempo de reacao e a
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porcentagem de hidrolise da lactose, apenas nas temperaturas de 30 °C e 35°C. Rossettoet al.
(2013) analisaram a termoestabilidadede uma enzima [-galactosidase comercialno soro de
queijo. Os autores observaram que nas temperaturas de 30°C, 35°C e 40°C a enzima mostrou-
se estavel durante todo o ensaio. Ja na temperatura de 45 °C a enzima perdeu 19,44% de sua

atividade ap6s 80 minutos e a 50 °C, ap6s 40 minutos estava praticamente inativa.

5.2.6 Determinacao dos parametros cinéticos Km € Vmax

Para determinacdo dos parametros cinéticos K, e Vmax foi utilizada uma faixa de
concentracdo de 10 a 70 g/l de lactose para medida da atividade enzimética, tanto da enzima
livre como da enzima imobilizada. Os resultados obtidos das constantes cinéticas de Ky e Vimax
sdo apresentados na Tabela 6 e nas Figuras 7 e 8. As velocidades iniciais de reacdo foram
observadas por meio das diferentes concentracGes de lactose. Freitas (2013) explica que
avaliando o efeito de concentracdes cada vez maiores, medindo a velocidade a cada
aumento da concentragdo, os aumentos da velocidade serdo cada vez menores, conferindo
uma aproximacao lenta e gradual do estado de saturacdodaenzima pelo substrato.

A constante K, de B-galactosidase imobilizada em alginato+pectina+glutaraldeido foi
maior que a da livre (70,00 mmol.L™ e 13,78 mmol.L™, respectivamente). Por outro lado, a
velocidade méxima para a enzima imobilizada foi 1,78 vezes superior comparado a enzima
livre (23,98 mmol.L™.min). Estes resultados ja era esperado, uma vez que durante esse de
imobilizacdo por encapsulacdo a enzima sofre maior efeito difusional. Pode-se observar
ainda que os dados experimentais para enzima livre e imobilizadaapresemtaram ajuste de
99% ao modelo de Michaelis-Menten. De acordo com Gomes et al. (2006), aléem dos
fatores difusionais, os resultados cinéticos podem também ser influenciados pela
concentracao de enzimas na matriz, forga ibnica, temperatura, velocidade de transferéncia

de massa e de reacéo.
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Tabela —6 Parametros cinéticos para B-galactosidase livre e enzima imobilizada.

Preparacéo enzimatica Km (mmol L ™) Vmax (Mmol L ™ min ™)

Enzima soluvel 13,78 13,48

Enzima Imobilizada em

70,00 23,98
alginato modificado

2
nzima livree (U/mL)
18 @ Enzimalivre (U/mL)
N @ Enzimaimohilizada (U/g) v =4,7559% + 0,0679
14 R?=0,9937
1,2
=
<
0,8
0,6
0.4 y=1,4071x+0,1021
0,2 R?=0,9988
0
0 0,1 0,2 0,3 0,4

1/5 (mM)

Figura 9. Valores experimentais pelo modelo de Michaelis-Menten para atividade

enzimatica em funcdo da concentracao de lactose (B-galactosidase livre e imobilizada).
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1,2
1 @ Enzimalivre ¢ Enzimaimobilizada

y=2,9194x+0,0417
R?=0,9937

0,6

o(U/mg)

1V

0.4

y=1,0225x+0,0742

0,2

0 01 0,2 0,3 0,4

1/5 (mM)

Figura 10. Valores experimentais pelo modelo de Michaelis-Menten para atividade
enzimatica em funcdo da concentracdo de lactose (B-galactosidase livre e imobilizada).

O aumento dos valores de K, com relacdo aos encontrados para a enzima livre
(soluvel) pode ser explicado através da diminuicdo da afinidade da enzima pelo substrato
que pode estar relacionada a fatores ligados ao processo de confinamento que ocorre ao
se imobilizar a enzima, dessa forma a restricdo dificulta o acesso do substrato ao local
onde a enzima estd ativa (KLEIN, et al. 2018). Jayakumar et al. (2011) observaram
aumento de aproximadamente 2 vezes nos valores de K, para urease imobilizada em
alginato e quitosana e os valores de Vmax mantendo sem alteragOes significativas. Os
autores relataram que a difusdo do substrato através da matriz do alginato exerceu a
maior influéncia na cinética, onde a matriz muitas vezes impede a difusdo livre do
substrato e, portanto, resulta em K, alterados. Com isso, o substrato leva mais tempo para
chegar ao local da catélise e, portanto, resulta em um aumento de K. Quinn et al. (2001)
analisaram os parametros cinéticos para a enzima B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis em grafite, utilizando glutaraldeido como reagente de cross-linking (ligacao
cruzada). Os resultados do parametro cinético Ky, para as enzimas livre e imobilizada
foram de 1,74 mM e 9,34 mM.



45

5.3 Efeito da adi¢do de sais sobre a atividade enzimatica

Na Figura 11 sdo apresentados os resultados para o efeito da adicdo de sais sobre a
atividade enzimatica da enzima p-galactosidase de A.oryzae (Deslac®). Os sais podem atuar
como cofatores enziméticos e acelerar uma reacdo enzimatica bem como aturarem como
inibidores para algumas enzimas (ANSARI et al., 2018). Para que a catalise seja eficiente em
um determinado processo pode ser interessante a protecdo das enzimas da interacdo com o
meio de reacdo, ou a sua fortificacdo através de uma rede combinante (ALPTEKIN et al.,
2010).

A adicdo de sulfato de magnésio (MgS0;) 10 mM ao meio reacional apresentou um
aumento na atividade em 195,76% para a enzima imobilizada e em 155,75% para a enzima
livre. O magnésio atua como cofator ou ativador de mais de 300 enzimas, entre elas estdo as
enzimas hexoquinase e glicoguinase nas quais 0 magnésio é cofator e atua na fosforilacdo da
glicose (JAYAKUMAR & BOSE, 2011). O magnésio esta vitalmente ligado na sintese dos
carboidratos e lipidios, atuando como catalisador considerado essencial de um amplo ndmero
de enzimas que incluem a B-galactosidase, tendo em vista que os ativadores aceleram as
taxas da reacdo enzimatica por promoverem o estado ativo do substrato ou da enzima
(FERRER, et al., 2016).

200
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m Enzimaimohilizada
R 150
[
2
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Sais usados e controle

Figura 11 — Efeito da adigdo de sais sobre a atividade enzimatica da enzimap-galactosidase
de A. oryzae livre e imobilizada em alginato+pectina+glutaraldeido. CondicGes
experimentais: as reacdes foram realizadas em tamp&o Mcllvaine pH 5,0 a 40 °C para a

enzima livre e em pH 6,5 a 45 °Cpara a enzima imobilizada.
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O manganés também apresentou ativacao da enzima livre e imobilizada (115,48%
e 150,00%, respectivamente). O manganes pode atuar tanto como ativador enzimatico,
como constituinte de metaloenzimas. Cloreto de sédio (NaCl,) apresentou aumento na
atividade enzimatica de 117,35% para a enzima imobilizada. Para a enzima livre houve
uma reducdo da atividade enzimatica (96,05%). Cloreto de célcio (CaCl,) ndo influenciou
a atividade enzimatica, enquanto para a enzima livre houve reducdo da atividade
enzimatica (73,26%).

Tacin (2015) ao avaliar a imobilizacdo da enzima alcool desidrogenase em suportes
alginate-quitosana e glioxil-agarose conseguiu verificar queaadicdo de diferentes metais no
ensaio com alcool desidrogenase, ndo foi observado efeito ativador na enzima livre. A
enzima imobilizada foi ativada quando adicionados sais metalicos e promoveu um aumento
da atividade com cloreto de potassio, sulfato de manganés e sulfato de magnésio. Aguiar-
Oliveira (2007) avaliaram a adigdo de diferentes sais sobre a atividade da enzima
frutosiltransferase de Rhodotorulasp. Neste estudo, a adi¢do de sulfato de cobre apresentou

ativacdo da enzima em 124%.

5.4 Estabilidade de estocagem da enzima B-galactosidase solGvel e imobilizada.

Neste estudo, foram usadas as amostras da enzima [-galactosidase de A. oryzae
(Deslac®) livre e imbolizada em alginato+pectina+glutaraldeido. A enzima foi armazenada
a 10 °C durante 15 dias, visando avaliar a sua estabilidade a estocagem. Verificou-se que
apos 15 dias a enzima soltvel apresentou 21% da sua atividade enzimatica inicial. Para a
enzima imobilizada ao final dos 15 dias a atividade enzimatica foi de 37%. Freitas (2013)
observaram estabilidade ao incubar B-galactosidase livre durante 105 dias a 10° Ce -4°C.
Apbs 105 dias a enzima livre apresentou 30% e 7,2%, respectivamente, da sua atividade. Ja
a enzima imobilizada quando mantida no freezer por 90 dias, manteve 100% da sua
atividade incial.

Jochems et al. (2011) armazenaram a enzima (-galactosidase produzida por K. lactis
livre e imobilizada a 5 °C. No estudo desses autores, eles observaram que a enzima soltvel
apresentou 20% da sua atividade apos 14 dias, enquanto a enzima imobilizada manteve

59% apds 0 mesmo periodo de armazenamento.
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5.5 Hidrodlise do Soro de Leite e Leite Integral

As industrias, principalmente a de alimentos, estdo sempre a procura de enzimas
que tenham altos indices de produtividade e estabilidade para que se possam ser usadas
por repetidas vezes (KLEIN et al., 2018). A enzima p-galactosidase de A. oryzae (Deslac®)
imbolizada em alginato+pectina+glutaraldeido foi submetida a hidrolise de soro de leite e
leite tipo inegral e reuso da enzima imobilizada (Figura 12). Para a hidrolise de soro de leite a
enzima reteve 60% da atividade enzimatica, enquanto para o leite integral a retencdo de 55%
apos 3 ciclos, respectivamente. Este resultado da-se como importante, principalmente para
fins biotecnoldgicos industriais, tendo em vista que existe uma complexidade do uso
industrial da B-galactosidase, por conta da sua instabilidade frente as adversidades do meio
reacional e sua sensibilidade a mudancas durante os processos. Freitas (2013) avaliou a
estabilidade de [-galactosidase de K.lactis imobilizada em quitosana e reticulada com
glutaraldeido 0,8% na hidrdlise da lactose. A enzima reteve 53% ap0s 10 ciclos de bateladas a
40°C e pH 7,0.

120 -+
== Soro de Leite

100 1 Leite

60 -

40 -

Atividade Relativa %

20 -

1 2 3 4 5

Ciclos de Usos

Figura 12 — Avaliacdo da hidrolise do leite e soro de leite e reuso da enzima f-

galactosidase.
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6. CONCLUSAO

e No estudo de imobilizacdo da enzima B-galactosidasedeA. oryzae(Deslac®) o melhor
derivado foi obtido com alginato (2% m/v), pectina (2%m/v) reticulada com
glutaraldeido (25% v/v).

e O pH o6timo foi 5,0 e 6,5 respectivamente, para a hidroélise da lactose usando a enzima
livre e imobilizada.

e A temperatura 6tima foi de 45°C e 40°C, respectivamente, para hidrdlise da lactose
usando a enzima livre e imobilizada respectivamente.

e A enzima imobilizada produzida nesse estudo apresentou uma estabilidade de
armazamento em geladeira a 10°C de 60% em 10 dias.

e A utilizacdo dos sais sulfato de magéanes e sulfato de magnesio, sdo viaveis a fim de
potencializar a sua estabiblidade e atividade enzimatica.

e A enzima imobilizada se mostrou viavel para utilizacdo em escala industrial seguindo

as condicdes experimentais.



49

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGUIAR-OLIVEIRA, E. Imobilizagdo da enzima frutosiltransferase extracelular de
rhodotorula sp. E aplicacdo na producéo de frutooligossacarideos. 2007. 95f. Dissertacdo
(Mestrado) - Universidade Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos,
Campinas.

AHMEDI, A; ABOUSEOUD, M; ABDELTIF, A; ANNABELLE, C. Effect of Diffusion on
Discoloration of Congo Red by Alginate Entrapped Turnip (Brassica rapa) Peroxidase.
Enzyme Research. v.5, p. 575-618, 2015.

ALMEIDA, K. N.; ALVIM, T.; SOUZA, A.; LACERDA, G.; ALVIM, F.; ALVIM, J.
Hidrolise enzimética da lactose do permeado de soro de leite. Revista do Instituto Laticinios
Candido Tostes, v. 70, n. 2, p. 55-63, 2015.

ALVES, F. G. Producio de pB-galactosidase de KluyveromycesmarxianusCCT7082 em
fermentador e caracterizagdo parcial da enzima livre e imobilizada. Rio Grande,
2008. 96 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos). Universidade
Federal do Rio Grande

ALPTEKIN, O.; TUKEL, S.S.; YILDIRIM, D.; ALAGOZ, D. Immobilization of catalase
onto Eupergit C and its characterization. Journalof Molecular Catalysis B: Enzimatic, V.
64, p. 177-183, 2010.

ANSARI, S.A;; AHMAD, S.I.; JAFRI, M.A.; NASSER, M.l;; SATAR, R. Utility of
functionalized agarose nanoparticles in hydrolyzing lactose in batch reactors for dairy
industries. Quimica Nova, Séo Paulo, v. 41, n. 4, p. 429-433, 2018.

ARAUJO, L.R.; FALLEIROS, M. M.; de RESENDE, E. J. R. Estudo da estabilidade térmica
de b-galactosidase imobilizada em duolite A568 por combinacdo dos métodos de
imobilizacdo, Congresso Brasileiro de Engenharia Quimica em Iniciacdo Cientifica,
BlucherChemicalEngineeringProceedings, Volume 1, p. 1279-1284, 2015.

BRADFORD, M.M. Arapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding.Analytical Biochemistry,
v.71,n. 1, p. 248-254, 1976.

BRAGA, A. R. C.; GOMES, P. A.; KALIL, S. J. Formulation of culture medium with
agroindustrial waste forp-galactosidase production from  Kluyveromycesmarxianus
ATCC16045. Food and Bioprocess Technology,v. 5, p. 1-11, 2012.

BOSSO, A.; MORIOKA, L.R.Il.; SANTOS, L.F.D.; SUGUIMOTO, H.H. Lactose hydrolysis
potential and thermal stability of commercial p-galactosidase in UHT and skimmed milk.
Food Science and Technology, v. 36, n. 1, 2016.

CABUK,B.; TARI, C.; HARSA, S.T. pB-galactosidase immobilization on chitosan —
hydroxyapatite complex: effects of immobilization conditions. Departament of Food
Enginneering, Izmir Institute of Technology, USA, v.1, 2014.

CAMPELLO, G. S.; TRINDADE, R. A.; REGO, T. V.; BURKERT, J. F. M.; BURKERT, C.
A. V. Immobilization of B-galactosidase from Kluyveromyces lactis on Eupergit® C and



50

Properties of the Biocatalyst. International Journalof Food Engineering, v. 8, p. 1-17,
2012,

CARDOSO, C.L; MORAES, M. C.; CASS, Q. B. Imobilizacdo de enzimas em suportes
cromatograficos: uma ferramenta na busca por substancias bioativas. QuimicaNova, S&o
Paulo, v. 32, n. 1, p. 175-187, 2009.

CORGNEAU, M.; SCHER, J.; RITIE-PERTUSA, L.; LE, D.T.L.; PETIT, J.; NIKOLOVA,
Y.; BANON, S.; GAIANI, C. Recent advances on lactose intolerance: tolerance thresholds
and currently available answers.Critical Review in Food Sciences and Nutrition, v.15,
p.3344-3356, 2017.

DALLA-VECCHIA, R.; NASCIMENTO, G. M.; SOLDI, V. Aplica¢des sintéticas de lipases
imobilizadas em polimeros. Quimica Nova, v.27, n.4, p.623-630, 2014.

DARIF, S.P.A. Estudo da imobilizacdo de p-galactosidase de Aspergillusoryzae,
Kluyveromyceslactis e Saccharomyces marxianus var lactis em matriz de alginato de
célcio, gelatina e transglutaminase. 110 f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia de
Alimentos. Faculdade de Engenhanria de Alimentos. Universidade Estadual de Campinas,
Séo Paulo, 2018.

DANTAS, A. Imobilizacdo e caracterizacdo da lipase NS-40116 em poliestireno.
Dissertacdo de mestrado — Engenharia de Alimentos - Universidade Federal de Santa
Catarina, 2017.

DWEVEDI, A.; KAYASTHA, A. M. Optimal immobilization of p-galactosidase from Pea
(PSsBGAL) onto Sephadex and chitosan beads using response surface methodology and its
applications. Bioresource Technology, v. 100, p. 2667-2675, 2009.

DEKER, P.J.T.; KOENDERS, D.; BRUINS, M.J. Lactose-Free Dairy Products: Market
Developments, Production, Nutrition and Health Benefits. Nutrients., v. 11 n. 3, 2019.

FALLEIROS, L. N. S. S.; CABRAL, B. V.; FISCHER, J.; GUIDINI, C. Z.; CARDOSO, V.
L.; RESENDE, M. M.; RIBEIRO, E. J. Improvement of recovered activity and stability of the
Aspergillus oryzae p-galactosidase immobilized on duolite A568 by combination of
immobilization methods. Chemical Industry&Chemical Engineering Quarterly, p.1-10,
2017.

FERRER, M.; MARTINEZ-MARTINEZ, M.; BARGIELAR.; STREIT,W.R;
GOLSYSHINA 0O.V.; GOLYSHIN, P.N. Estimating the success of enzyme bioprospecting
through metanogenomics: current status and futures trends. Microbial Biotechnology, v.9.; p.
22-34, 2016.

FISCHER, J. Hidrolise de lactose, por p-galactosidase de Aspergillusoryzaeimobilizada
em reator de leite fixo. 2010. 136 f. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia Quimica) —
Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais, 2010.

FRAMPTON, M. B.; ZELISKO, P. M. Chain length selectivity during the polycondensation
of siloxane-containing esters and alcohols by immobilized Candida antarctica lipase B.
Enzyme andMicrobial Technology, v. 58-59, p. 87-92, 2014.

FREITAS, F. F.; MARQUEZ, L. D. S.; RIBEIRO, G. P.; BRANDAO, G. C.; CARDOSO, V.
L.; RIBEIRO, E. J. A comparison of the kinetic properties of free and immobilized



51

Aspergillus oryzaep — Galactosidase.Biochemical EngineeringJournal, v. 58-59, p. 33-38,
2011,

FREITAS, M. F. M. de. Producido de B-galactosidase por Kluyveromyceslactis NRRL
Y1564 em soro de leite e imobilizacdo em quitosana. 2013. 100 f. Dissertacdo (Mestrado
em Engenharia Quimica)-Centro de Tecnologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza,
CE, 2013.

FERREIRA-ROCHA, L. O. Utilizacdo de soro lacteo, goma xantana e amido modificado
na elaboracdo de doce de leite com café. 2013. 204p. Tese (Doutorado em Ciéncia dos
Alimentos) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG, 2013.

FOX, P.E.; UNIACKE-LOWE, T.; MCSWEENY, P.L.H.; O'MAHONY,J.A. Lactose. In:
Dairy Chemistry and Biochemistry, pg. 21-68. Ed.Springer International Publish, Cham,
2015.

GANZLE; M.G.; HAASE, G.; JELEN, P. Lactose: crystallization, hydrolysis and value-
added derivatives. International Dairy Journal, 18, p. 685-94, 2008.

GAUR, R.; PANT, H.; JAIN, R.; KHARE, S.K. Galacto-oligosaccharide synthesis by
immobilized Aspergillus oryzae B-galactosidase. FoodChemistry, v. 97, p. 426-430, 2006.

GAVIRIA-ACOSTA, E.; Benetiz, R.; lenis, L.; Concha, J. L. H. Optimizacién de lahidrolisis
enzimatica de proteinas presentes em semillas de Guandul (Cajanuscajan).Biotecnologia en
el Sector Agropecuario y Agroindustrial, v. 13, n. 2, p. 114-122, 2015.

GOMES, F.M; ARIELA, V.D. P; SILVA, S.D. G; CASTRO, F.H. Determinacdo das
propriedades cataliticas em meio aquoso e organico da lipase de Candida rugosa imobilizada
em celulignina quimicamente modificada por carbonildiimidazol. Quimica Nova. v. 29, n. 4,
p. 710-718, 2006.

GURDAS, S.; GULEC A.; MUTULU, M. Immobilization of Aspergillus oryzae f-
galactosidase onto duolite A568 resin via simple adsorption mechanism. Food Bioprocess
Technology, v. 5, p. 904-911, 2012.

GUIMARAES, P. M. R.; TEIXEIRA, J. A.; DOMINGUES, L. Fermentation of lactose to bio-
ethanol by yeasts as part of integrated solutions for the valorisation of cheese whey.
Biotechnology Advances, v.28, p. 375-384, 2015.

HAIDER, T.; HUSAIN, Q. Hydrolysis of milk/whey lactose B galactosidase: A comparative
study of stirred batch process and packed bed reactor prepared with calcium alginate
entrapped enzyme. Chemical Engineering and Processing, v. 48, p. 576-580, 2009

HERNAIZ, M. J.; CROUT, D. H. G. Immobilization/stabilization on Eupergit C of the B-
galactosidase from B. circulans and an a-galactosidase from Aspergillus oryzae. Enzymeand
Microbial Technology, v. 27, p. 26-32, 2010.

HEIDTMANN, R. B.; DUARTE, S. H.; PEREIRA, L. P.; BRAGA, A. R. C.; KALIL, S. J.
Caracterizacdo cinética e termodinamica de R-galactosidase de Kluyveromyces marxianus
CCT 7082 fracionada com sulfato de aménio. Brazilian Journal of Food Techenology v. 15,
n. 1, p. 1-9, 2012



52

HATZINIKOLAOU, D. G.; KATSIFAS, E.; MAMMA, D.; KARAGOUNI, A. D,
CHRISTAKOPOULOS, P.; KEKOS, D. Modelling of the simultaneous hydrolysis
ultrafiltration of the whey permeate by a thermostable -galactosidase from Aspergillus niger.
Biochemical Engineering Journal, v. 24, p. 161-172, 2005.

JAYAKUMAR, O.; BOSE, Z. R. Role of magnesium in alleviation of aluminium toxicity in
plants, Journal of Experimental Botany, vol. 62, no. 7, pp. 2251-2264, 2011.

JAFARY, F.; PANJEHPOUR, M.; VARSHOSAZ, J.; YAGHMAEI, P. Stability
improvement of immobilized alkaline phosphatase using chitosan nanoparticles.Brazilian
Journal of Chemical Engineering, v. 33, n. 02, p. 243-250, 2016.

JOCHEMS, P.; SATYAWALL, Y.; ROY, S.V.; DOYEN, W.; DIELS, L.; DEJONGHE, W.
Characterization and optimization of B-galactosidase immobilization process on a mixed-
matrix membrane.Enzyme and Microbial Technology, v.49, p. 580-588, 2011.

KESSI, E.; ARIAS, J. L. Using natural waste material as a matrix for the imobilization of
enzymes: chicken eggshell membrane powder for B-galactosidase immobilization.
Applied Biochemistry and Biotechnology, v. 187. n. 101. 2019.

KLEIN, M.P; SANT’ANA, V; HERTZ, P.F.R; COSTA, R; NIWOW, J.L. Kinetics and
thermodynamics of thermal inactivation of p-Galactosidase from  Aspergillus
oryzae. BrazilianArchives of Biology andTechnology, v. 61, 2018.

KUMAR, S; HAQ, I; ABHAYRAJ, J.P. Improved enzyme properties upon glutaraldehyde
cross-linking of alginate entrapped xylanase from Bacillus licheniformis. International
Journal of Biological Macromolecules. v.98. p. 24-33, 2017

LADERO, M.; SANTOS, A.; GARCIA — OCHA, F. Kinetic modeling of lactose hydrolysis
with an immobilized p-galactosidase from Kluyveromyces fragilis. Enzyme and
Microbiology Technology, v. 27, p. 583 — 592. 2012.

LI, L.; LI, G,; CAO, L. C; REN, G. H.; KONG, W.; WANG, S. D.;LIU, Y. H.
Characterization of the cross-linked enzyme aggregates of a novel p-galactosidase, a potential
catalyst for the synthesis of galacto-oligosaccharides. Journal of agricultural and food
chemistry, v. 63, p. 894-901, 2015.

LIMA, F.R.; ROCHA, L.O.F. Aproveitamento do soro de leite proveniente da producdo do
queijo do serro para fabricacdo de doce de leite: viabilidade econdmica. Revista Instituto
Laticinios Candido Tostes, Juiz de Fora, v. 71, n. 2, p. 83-93, 2016.

LONGO, G. Influéncia da adi¢do de lactase na producdo de iogurtes. 2006. 89f.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de Alimentos) — Faculdade de Engenharia de
Alimentos, Universidade Federal do Parana, Curitiba, PR. 2006.

MANERA, A.P.; ORES, J.C.; RIBEIRO, V.A;; BURKERT, C. A. V.; KALIL, S.J.
Optimization of the culture medium for the production ofp-galactosidase from Kluyveromyces
marxianus CCT 7082. Food Technology and Biotechnology, vol. 46, p. 66-72, 2008.

MATTAR, R.; MAZO, D. F. D. C. Intolerancia a lactose: mudanc¢a de paradigmas com a
biologia molecular. Revista da Associacdo Médica Brasileira, v. 56, p. 230-236, 2010.



53

MATEO, C.; PALOMO, J. M.; FERNANDEZ-LORETE, G.; GUISAN, J. M,
FERNANDEZ-LORETE, R. Improvementofenzymeactivity, stabilityandselectivity via
immobilizationtechniques. Enzyme and Microbial Technology. v. 40, p. 1451-1463, 2007.

MORSCHBACHER, A.P.; VOLPATO, G; SOUZA, C.F.V.D. Kluyveromyces lactis -
galactosidase immobilization in calcium alginate spheres and gelatin for hydrolysis of cheese
whey lactose. Ciéncia Rural, v. 46, n. 5, p. 921-926, 2016.

MORTOZA, A.R. Producdo e purificagdo de beta-galactosidase expressa por fungo
isolado do bioma cerrado brasileiro visando a aplicacdo como suplemento digestivo.
2012. 71 f. Dissertacdo de mestrado em Ciéncias da Saude — Universidade de Brasilia, DF.
2012,

MULLER, J.M; SANTOS, R.L.D; BRIGIDO, R.V. Producdo de alginato por
microrganismos. Polimeros, Sdo Carlos, v. 21, n. 4, p. 305-310, 2011.

NATH, A.; MONDAL, S.; CHAKRABORTY, S. BHATTACHARJEE, C.; CHOWDHURY,
R. Production, purification, characterization, immobilization, and purification of p-
galactosidase: a review. Asia-Pacific Journal of Chemichal Engineering, v.9, p. 330-348,
2014.

NERYA E. W; KUBOTA, L.T. Evaluation of enzyme immobilization methods for paper-
based devices—A glucose oxidase study. Journal of Pharmaceutical and Biomedical
Analysis. Volume 117, n. 5, p. 551-559, 2016.

PANESAR, P. S.; KUMARI, S.; PANESAR, R. Potential applicationof immobilizedp-
galactosidase in food processing industries. EnzymeResearch, v.2010, 16 p., 2010.

PARIZZI, P.C. Imobilizacdo de Beta-galactosidase em criogelsupermacroporoso para
hidrolise da lactose. 2015. 72f. Dissertacdo de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos. Faculdade de Engenharia de Alimentos. Universidade Federal de Vicosa. Vigosa,
Minas Gerais. 2015.

PELEG, M. An empirical model for the description of moisture sorption curves. Journal of
Food Engineering.v. 52, p. 1216-1219, 1988.

QUINN, Z.K.Z.; CHEN, X.D. Effects of temperature and pH on the catalytic activity of
theimmobilizedf-
galactosidasefromKluyveromyceslactis.BiochemicalEngineeringJournal, v. 9, p. 33-
40,2001.

RODRIGUES, R.C.; ORTIZ, C.; BERENGUER-MURCIA, A. TORRES, R.; FERNANEZ-
LAFUENTE, R. Modifying enzyme activity and selectivity by immobilization.
ChemicalSociety Reviews, v. 42, p. 6290-6307, 2013.

ROSSETTO, B. P.; ZANIN, G. M.; DE MORAES, F. F. Determinacdo da atividade da
enzima (-galactosidasepor lactose do soro de queijo. BBR-Biochemistry and Biotechnology
Reports, v. 1, p. 28-32, 2013.

SANGEETHA, P.T.; RAMESH, M. N.; PRAPULLA, S.G.; Fructooligosaccharide
production using fructosyl transferase obtained from recycling culture of Aspergillus
oryzaeCFR 202. Process Biochemistry, v. 40, p. 1085-1088, 2015.



54

SATAR, R.; ANSARI, S.A. Functionalized agarose as an effective and novel matrix for
immobilizing Cicer arietinum [(-galactosidase and its application in lactose
hydrolysis. BraziilanJournalofChemicalEngineering, v. 34, n. 2, p. 451-457, 2017.

SATAR, R; JAFRI, M.Al; RASOOL, M. ANSARI, S. A. Role of glutaraldehyde in imparting
stability to immobilized p-Galactosidase systems. Brazilian  Archives Biology
andTechnology, v. 60, e17160311, 2018.

SAQIB, S.; AKRAM, A.; HALIM, S.A.; TASSADUQ, R. Sources of p-galactosidase and its
applications in food industry. Biotech, v.1, p.79, 2017.

SEKER, D.C; ZAIN, M.A.N. Response surface optimization of glucose production from
liquid pineapple waste using immobilized invertase in PVA-alginate—sulfate beads.
Separation and Purification Technology. v.33. p. 48-54. 2016.

SILVA-FILHO, R. R.Torralbo, D. F.;Di-Medeiros, M. C. B.; Batista, K. A.; Fernandes, K. F.
Imobilizacdo de lipase em pectina extraida de frutos de lobeira (Solanumlycocarpum St.
Hil.). BBR - Biochemistry and Biotechnology Reports, [S.I.], v. 1, n. 1, p. 9-14, set. 2012.

SHELDON, R. A.; VAN PELT, S. Enzyme immobilisation in biocatalysis: why, what and
how. Chemical Society Reviews, v. 42, n. 15, p. 6223-6235, 2013.

SOUZA, C.J.F.; GARCIA-ROJAS, E.E.; FAVARO-TRINDADE, C.S. Lactase (p-
galactosidase) immobilization by complex formation: Impact of biopolymers on enzyme
activity. Food Hydrocolloids, v.83 p. 88-96, 2018.

SOARES, M. S;; RICO, A. L. L.; ANDRADE, G. S. S.; CASTRO, H. F.; OLIVEIRA, P. C.
Synthesis, characterization and application of a polyurethane-based support for immobilizing
membrane-bound lipase. Braziilan Journal of Chemical Engineering, Sdo Paulo, v. 34, n.
1, p. 29-39, 2017.

TACIN, M. V. Imobilizacdo da enzima alcool desidrogenase em suportes alginato-
quitosana e glioxil-agarose. 2015. 52 f. Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual
Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, 2015.

TREVISAN, A.P.; Influéncia de diferentes concentracbes de enzimas lactase e
temperaturas sobre a hidroélise lactose em leite pasteurizado. 2008. 60 f. Dissertacdo
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) — Universidade Federal de Santa Maria,
Santa Maria — RS, 2008.

TORRES, P.; BATISTA-VIERA, F. Immobilization of p-galactosidase from Bacillus
circulans onto epoxy-activated acrylic supports. Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic, v. 74, n. 3-4, p. 230-235, 2012.

TANRISEVEN, A.; DOGAN, S. A novel method for the immobilization of Bgalactosidase.
Process Biochemistry, v. 38, p. 27-30, 2016.

ZHOU, Q. Z. K.; CHEN, X. D. Effects oftemperature and pH on the catalytic activity of
theimmobilizedp-galactosidase from Kluyveromyces lactis. Biochemistry Engineering
Journal 9: 33 — 40. 2001.

WHITAKER, J. R. Principles of Enzymology for the Food Sciences. Zaragoza: Ed.
Acribia, 1994.



55



