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APRESENTACAO

A obra “Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais” aborda uma série de livros
de publicagéo da Atena Editora, em seu Volume VI, apresenta, em seus 21 capitulos,
conhecimentos aplicados nas Ciéncias Agrarias com um grande apelo Ambiental.

O manejo adequado dos recursos naturais disponiveis na natureza € importante
para termos uma agricultura sustentavel. Deste modo, a necessidade atual por produzir
alimentos aliada a necessidade de preservagcado e reaproveitamento de recursos
naturais, constitui um campo de conhecimento dos mais importantes no ambito das
pesquisas cientificas atuais, gerando uma crescente demanda por profissionais
atuantes nessas areas, assim como, de atividades de extensionismo que levem estas
descobertas até o conhecimento e aplicacéo dos produtores.

As descobertas atuais tém promovido o incremento da producéao e a produtividade
nos diversos cultivos de lavoura. Nesse sentido, as tecnologias e manejos estao sendo
atualizadas e, as constantes mudancas permitem os avancos na Ciéncias Agrarias
de hoje. O avanco tecnolégico, pode garantir a demanda crescente por alimentos em
conjunto com a sustentabilidade socioambiental.

Este volume traz artigos alinhados com a producgéao agricola sustentavel, ao tratar
de temas relacionados com producao e respostas de frutais, forrageiras, hortalicas e
florestais. Temas contemporaneos que abordam o melhor uso de fontes nitrogenadas,
assim como, adubos biologicos e responsabilidade socioambientais tem especial
apelo, conforme a discussdo da sustentabilidade da produgcdo agropecuéria e da
preservacao dos recursos naturais.

Aos autores dos diversos capitulos, pela dedicacao e esfor¢cos sem limites, que
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avancgos cientificos e tecnolégicos nas
Ciéncias Agrarias e Ambientais, os agradecimentos dos Organizadores e da Atena
Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar aos professionais das
Ciéncias Agrarias e areas afins, trazer os conhecimentos gerados nas universidades por
professores e estudantes, e pesquisadores na constante busca de novas tecnologias
e manejos que contribuiam ao aumento produtivo de nossas lavouras, assim, garantir
incremento quantitativos e qualitativos na producé&o de alimentos para as futuras
geracgdes de forma sustentavel.

Jorge Gonzélez Aguilera
Alan Mario Zuffo
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CAPITULO 1

AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE
B-GALACTOSIDASE EM DIFERENTES FAIXAS DE

Renata Fialho Teixeira
Universidade Federal do Pampa, Engenharia de
Alimentos

Bagé — Rio Grande do Sul
Luciano dos Santos Almeida

Universidade Federal do Pampa, Engenharia de
Alimentos

Bagé — Rio Grande do Sul
Caroline Costa Moraes

Universidade Federal do Pampa, Engenharia de
Alimentos

Bagé — Rio Grande do Sul
Ana Paula Manera

Universidade Federal do Pampa, Engenharia de
Alimentos

Bagé — Rio Grande do Sul

RESUMO:
bioldégicos de natureza proteica que possuem
industria
A [B-galactosidase é uma

Enzimas sao catalisadores

grande interesse na area da
de alimentos.
hidrolase estavel em baixos valores de pH e
temperaturas moderadas, que atua na hidrélise
da lactose e é conhecida pela sua atividade de
galactosiltransferase, responsavel pela sintese
de galacto-oligossacarideos que podem
ser aplicados em alimentos com potenciais
beneficios a saude. Nesse contexto, o trabalho
a atividade

teve por objetivo determinar

enzimatica, da [(-galactosidase obtida pelo
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fungo filamentoso Aspergillus niger, através
de reagdo enzimatica em diferentes condigoes
de temperatura e pH. Para a determinacéo da
atividade enzimatica, o substrato 2-nitrofenil
B-D-galactopiranosideo (ONPG) foi utilizado e
determinada uma faixa de pH mais proxima ao
acido, variando de 3,0 a 7,5, e a temperatura
do banho foi fixada em 40°C. Posteriormente,
com o valor de pH 6timo definido para maxima
atividade da enzima, novos ensaios foram
realizados em temperaturas distintas na faixa
entre 30 e 70°C. Em pH mais acidos houve um
aumento da atividade enzimatica, sendo o pH
de 4,5 considerado o 6timo obtido pela maxima
atividade da enzima. Acima deste valor, foram
constatados indicios de desnaturacéo pela
gqueda acentuada da atividade enzimatica. A
condicéo de temperatura 6tima foi encontrada
na faixa de 55 e 65°C, com melhor resultado em
60°C. No entanto, foi observado um decréscimo
na atividade em temperaturas inferiores, e
superiores as relatadas, devido a inibicao da
enzima em baixas temperaturas e, inativacao
por desnaturacdo proteica, respectivamente.
Através do estudo foi
que as reacgdes enzimaticas sdo fortemente
pequenas alteragdes,
principalmente da temperatura e do pH. O pH de

possivel constatar

influenciadas  por

4,5 foi considerado o 6timo para a determinagao
da melhor temperatura, de 60°C, com atividade
maxima de 67,7 U.mL".
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PALAVRAS-CHAVE: lactase, temperatura 6tima, pH 6timo, Aspergillus niger

ABSTRACT: Enzymes are protein-nature biological catalysts of great interest in the
food industry field. B-galactosidase is a hydrolase that is stable at low pH and high
temperatures that acts in the lactose hydrolysis and is known for its galactosyltransferase
activity, responsible for the synthesis of galactooligosaccharides that can be applied
in foods with potential health benefits. In this context, the objective of this work was
to determine the enzymatic activity of B-galactosidase obtained from the filamentous
fungus Aspergillus niger, through an enzymatic reaction under different temperature
and pH conditions. For the enzymatic activity evaluation the substrate 2-nitrophenyl
B-D-galactopyranoside (ONPG) was applied and a pH range closer to that of the
acid was determined, ranging from 3.0 to 7.5, and the bath temperature was set at
40°C. Subsequently, with the optimum pH value defined for maximum activity of the
enzyme, new tests were performed at different temperatures in the range between
30 and 70°C. In acidic pH there was an increase in the enzymatic activity, being the
pH of 4.5 considered the optimum obtained by the maximum activity of the enzyme.
Above this value, evidence of denaturation was observed due to the sharp drop in
enzymatic activity. The optimum temperature condition was found in the range of 55
and 65°C, with best result at 60°C. However, a decrease in activity was observed at
lower temperatures, and higher than those reported, due to inhibition of the enzyme at
low temperatures and inactivation by protein denaturation, respectively. With this study,
it was possible to verify that the enzymatic reactions are influenced by small changes,
mainly on temperature and pH. The pH of 4.5 was considered the optimum for the
determination of the best temperature, of 60°C, with maximum activity of 67.7 U.mL".
KEYWORDS: lactase, optimal temperature, optimum pH, Aspergillus niger

11 INTRODUCAO

Enzimas séo proteinas produzidas por todos os organismos vivos. Consideradas
catalisadores biol6gicos altamente especificos, por atuarem em condi¢oes parcialmente
moderadas, tornam-se ideal para utilizacdo na tecnologia de alimentos em que a
industria necessita modificar matérias-primas alimenticias sem destruir seus nutrientes
essenciais (ENZIMAS..., 2011). A aplicacdo industrial de enzimas € estabelecida pela
especificidade, atividade, estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos
que apresentam, sendo sua atividade determinada pela concentracdo de enzima
e substrato presentes, bem como, presenca, concentracéo e tipos de cofatores e
inibidores, pH, temperatura e tempo de reacéo (COURI; DAMASO, 2017).

Nesse contexto, a B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) ou lactase, € uma importante
enzima utilizada industrialmente em aplicagbes tecnoldgicas onde, a de Aspergillus
niger encontra particular interesse devido a sua estabilidade em baixos valores de pH
e temperaturas elevadas (OLIVEIRA, 2005). Esta enzima é utilizada na hidrélise da
lactose, obtendo leite e derivados lacteos com baixo teor deste carboidrato, tornando

Ensaios nas Ciéncias Agrarias e Ambientais 6 Capitulo 1




estes alimentos ideais para consumidores intolerantes a este dissacarideo (HEYMAN,
2006; PANESAR et al., 2006). Hudson (2011) relata que cerca de 75% da populagcéao
mundial apresenta algum grau de intoleréncia a lactose.

Além disso, a importancia desta enzima é reforcada pela sua atividade de
galactosiltransferase, responsavel pela sintese de galacto-oligossacarideos (GOS),
estes que podem ser adicionados aos alimentos tornando-os funcionais, trazendo
assim, diversos efeitos benéficos aos consumidores (CRUZ et al., 1999).

Tendo em vista aimportéancia na utilizacao da enzima (-galactosidase na industria
de alimentos, o trabalho teve por objetivo determinar a atividade enzimatica, da enzima
obtida pelo fungo filamentoso, Aspergillus niger, através de reacdo enzimatica em
diferentes condicdes de temperatura e pH.

2| METODOLOGIA

Os ensaios reacionais foram realizados com a enzima 3-galactosidase de origem
fungica, obtida de Aspergillus niger (Megazyme®).

Para a determinacéo da atividade enzimética da B-galactosidase, o substrato
empregado foi o 2-nitrofenil B-D-galactopiranosideo (ONPG), cujo preparo foi realizado
através da adicdo da solucéo tampao fosfato de potassio monobasico anidro 50 mM
com cloreto de manganés tetrahidratado 0,1 mM. Os reagentes foram entéo pesados,
dissolvidos em agua e os valores de pH desejados foram ajustados com solucéo de
hidréxido de potassio 2 N (INCHAURRONDO et al., 1994). Analises preliminares foram
feitas de modo a determinar a diluicao de enzima ideal para a obtencao de valores de
absorvancia na faixa entre 0,2 e 0,8.

Para a realizagdo da analise da atividade enzimatica em pH distintos, a
temperatura do banho foi fixada em 40°C. No entanto, partindo do principio que os
melhores valores de atividade para enzimas de origem fungica s&o obtidos em faixas
de pH mais proximas do &cido, foram utilizados dez valores diferentes, sendo estes
de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5. Primeiramente, foi feita a adicao
de 2 mL de ONPG em cinco tubos de ensaio para cada valor de pH estudado, os
quais foram colocados em banho agitado a 40°C. A seguir, foi adicionado aos tubos
0,05 mL da enzima diluida, acionando o cronébmetro para o tempo de reacdo de 5
min. Depois de esgotado o tempo, adicionou-se 0,5 mL da solugdo de carbonato
de sodio 1 M, de modo que a reacédo fosse cessada. Paralelamente realizou-se um
branco, onde a enzima foi substituida por agua. Os tubos foram entao retirados do
banho e encaminhados ao espectrofotdmetro, cuja leitura de absorvancia a 420 nm
foi determinada. Em seguida calculou-se o valor da atividade enzimatica em que uma
unidade de atividade enzimatica (U) é definida como sendo a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 ymol de o-nitrofenol produzido por minuto, sob as condi¢des
do ensaio.
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Ap0s obtido o valor de pH 6timo para que houvesse maxima atividade da enzima,
foram realizados nove ensaios a diferentes temperaturas, sendo estas de 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65 e 70°C, a fim de determinar a faixa de temperatura étima da enzima,
de acordo com a metodologia descrita anteriormente.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da média dos valores da atividade enzimatica da B-galactosidase obtidos
nos ensaios realizados a temperatura constante de 40°C com diferentes faixas de pH
de 3 a 7,5, foi possivel obter o grafico da atividade enzimatica vs. pH (Figura 1).

40 4

35 x 1

Atividade (U/mL)
> & 8 &6 8
1 " 1 " 1 " 1 1
HH
HH

v
1 L

o

— 1 * 1 "~ 1T '~ 1T "~ T 1T 1T 1T r T
3,0 3,5 4,0 4,5 50 55 6,0 6,5 7,0 7,5

pH

Figura 1. Curva da atividade enzimética da lactase a 40°C em valores de pH entre 3 e 7,5.
Fonte: Autores (2018).

Observa-se que, nos pH mais acidos, entre 3 e 4,5, ocorre um aumento da
atividade enzimética, indicando uma ativagédo da enzima com o acréscimo no valor
de pH, em contrapartida, a partir do pH 4,5 ocorre uma diminuicdo da atividade
enzimatica, indicando uma desnaturacéo da enzima, e conforme o pH se aproxima
mais da neutralidade (pH 7), a queda na atividade enzimatica € mais acentuada. Desta
forma, o pH étimo verificado pela maxima atividade enzimatica (36,5 U.mL™"), foi o de
4,5, 0 que corrobora com estudos encontrados na literatura.

Segundo Barbosa e Araujo (2007), em geral, as preparacbes comerciais de
lactases provenientes de fungos, especialmente A. niger e A. oryzae, séao importantes
guando as condi¢cbes operacionais estdo em pH entre 2,5 e 4,5, com temperatura 6tima
entre 30 e 40°C em processos alimenticios. Lima, Lima e Gerald (1982), ao estudarem
a mesma enzima de A. niger, também observaram que na faixa de pH entre 2,6 e 5,4,
a atividade foi bastante elevada, evidenciando uma faixa de maior estabilidade, sendo
seu pH 6timo atingido em 4,4.

A partir da obtenc&o do valor de pH 6timo para maxima atuacéo da lactase (pH
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45), foi possivel avaliar a atividade enzimatica em diferentes temperaturas, visando
obter a temperatura 6tima da enzima (Figura 2).
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Figura 2. Grafico da atividade enzimatica da lactase em pH 4,5 em diferentes temperaturas.
Fonte: Autores (2018).

No presente estudo, a temperatura 6tima encontrada foi de 60°C em pH 4,5,
no entanto, as temperaturas de 55 e 65°C apresentaram valores ndo muito inferiores
aos da temperatura de 60°C. Em temperaturas de 30 e 70°C, os valores encontrados
foram menores ou iguais a 20,0 U.mL", demonstrados pelo inicio da curva e seu
decréscimo final, possivelmente ocasionados pela baixa temperatura inicial utilizada,
insuficiente para alcancar o 6timo da reacdo, bem como, pela inativacdo da enzima
por desnaturacao proteica, respectivamente.

Lima, Lima e Gerald (1982), analisando os dados obtidos em suas analises
com a enzima B-galactosidase de Spicaria sp e Aspergillus niger, observaram que na
temperatura de 35°C, a atividade enzimatica foi relativamente baixa para ambos os
micro-organismos, 0 que se deve ao fato de que a temperatura néo foi suficiente para
efetuar a reacdo enzimatica de hidrélise do substrato ONPG. No entanto, observando
a atividade da enzima na faixa entre 35 e 65°C, verificaram um aumento até o valor
maximo estudado, sendo a temperatura 6tima atingida a 65°C para ambas; em valores
de temperatura acima de 65°C, a atividade enzimatica diminuiu consideravelmente,
indicando uma rapida desnaturacao pelo calor.

De acordo com Carminatti (2001), as reacdes enzimaticas sdo fortemente
dependentes de uma temperatura 6tima que influencia diretamente a atividade da
enzima, aumentando a velocidade da reacéo e, por consequéncia, a conversao de
substrato em produtos. Temperaturas abaixo desta faixa inibem sua atividade e, em
temperaturas muito superiores, ocorre a inativacdo da enzima, devido a desnaturacao
da mesma. Dessa forma, o conhecimento da faixa de atividade 6tima para cada enzima
€ fundamental para a otimizagéo dos processos envolvendo rea¢des enzimaticas.

Wierzbicki e Kosikowski (1973), ao estudarem a enzima [-galactosidase
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proveniente de A. niger, utilizando lactose do soro de leite como substrato e, de A.
oryzae, utilizando ONPG, encontraram as mesmas condi¢cdes de temperatura e pH
6timos, sendo estes de 55°C e entre 3,5 a 4,5, respectivamente. Bosso (2012), ao
avaliar as melhores condicbes da enzima B-galactosidase de A. oryzae, utilizando
como substrato lactose do soro de leite, verificou que a mesma, obteve melhores
resultados em temperatura de 55°C e pH 5,0. No entanto, a de K. lactis apresentou
como condi¢des 6timas, temperatura de 40°C e pH 7,0, o que demonstra que enzimas
de micro-organismos de géneros diferentes, apresentam diferentes condicées de
atuacao e propriedades.

41 CONCLUSOES

Ao estudar o pH e temperatura 6timos para a enzima 3-galactosidase de A. niger
foi possivel observar a influéncia ocasionada nos valores da atividade enzimatica frente
a pequenas alteragdes. O pH 6timo utilizado para a obtencéo da melhor temperatura
foi de 4,5 com atividade maxima de 36,5 U.mL™", sendo a temperatura étima de 60°C
e atividade de 67,7 U.mL".

Dessa forma, foi constatado que variagbes nas condicbes operacionais de
temperatura e pH apresentam influéncia consideravel no valor obtido para a atividade
enzimatica maxima.
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