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APRESENTACAO

A presente obra “Alimentos, Nutricdo e Saude” publicada no formato e-book, traduz
o olhar multidisciplinar e intersetorial da Alimentagéo e Nutricdo. Os volumes abordaréo de
forma categorizada e interdisciplinar trabalhos, pesquisas, relatos de casos e revisdes que
transitam nos diversos caminhos da Nutricdo e Saude. O principal objetivo desse e-book foi
apresentar de forma categorizada e clara estudos desenvolvidos em diversas instituicoes
de ensino e pesquisa do pais em quatro volumes. Em todos esses trabalhos a linha
condutora foi o aspecto relacionado a avaliagdo antropométrica da populacdo brasileira;
padrdes alimentares; avaliagdes fisico-quimicas e sensoriais de alimentos e preparacoes,
determinacao e caracterizagcéo de alimentos e de compostos bioativos; desenvolvimento de
novos produtos alimenticios e areas correlatas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos nestes volumes com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles que de
alguma forma se interessam pela area da Alimentagéo, Nutricdo, Saude e seus aspectos.
A Nutricdo € uma ciéncia relativamente nova, mas a dimensdo de sua importancia se
traduz na amplitude de areas com as quais dialoga. Portanto, possuir um material cientifico
que demonstre com dados substanciais de regibes especificas do pais € muito relevante,
assim como abordar temas atuais e de interesse direto da sociedade. Deste modo a obra
“Alimentos, Nutricdo e Saude” se constitui em uma interessante ferramenta para que o
leitor, seja ele um profissional, académico ou apenas um interessado pelo campo das
ciéncias da nutricdo, tenha acesso a um panorama do que tem sido construido na area em
Nnosso pais.

Uma étima leitura a todos(as)!

Carla Cristina Bauermann Brasil
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RESUMO: A intolerancia a lactose consiste
na reducdo da capacidade do organismo em
hidrolisar este carboidrato. Logo, a hidrélise da
lactose presente no soro de leite tem sido uma
alternativa, que além de possibilitar sua aplicagéo
em produtos destinados a populagdo que
sofre de intolerancia, contribui para diminui¢céo
do impacto ambiental causado por este
subproduto. A reutilizagdo da enzima oferecida
pelo sistema de imobilizagdo torna esta técnica
vantajosa quando comparada a forma livre,
que impossibilita a estabilidade da enzima para
usos prolongados. Portanto, objetivou-se avaliar
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a hidrolise da lactose presente no soro de leite
bovino, com enzima livre e imobilizada. Utilizou-
se a enzima B-galactosidase (Kluyveromyces
lactis) e a técnica de aprisionamento em
esferas de alginato para imobilizagdo. O
procedimento consistiu no gotejamento de
uma mistura de enzima e solugcédo de alginato
de sodio 4% (1:4) sobre uma solugdo de
cloreto de calcio 0,2 M, sob agitagdo. A
atividade enziméatica foi determinada por
método espectrofotométrico utilizando
como substrato o  ortho-nitrophenyl-B3-D-
galactoside (ONPG) para reagcdo com a
enzima. A concentracdo de glicose das amostras
ap6s a hidrolise foi determinada por método
espectrofotométrico utilizando kit enzimético
glicose-oxidase. A imobilizagéo da
B-galactosidase nas esferas de alginato foi
eficiente e apresentou bom rendimento, com
valores de 79,8 e 85,2%, respectivamente.
Verificou-se maior atividade enzimatica em pH
7,0 e a 35 °C, para ambas as formas da enzima.
Foi observada maior estabilidade para a enzima
imobilizada, enquanto que a enzima livre resultou
em maior conversao da lactose. Estes resultados
podem ser explicados pela protecdo conferida a
enzima pelas esferas de alginato, o que implica
na reducéo da transferéncia de massa.
PALAVRAS - CHAVE: B-galactosidase; Esferas
de alginato; Atividade enzimética; Soro de leite
bovino.

Capitulo 28




ENZYMATIC HYDROLYSIS OF LACTOSE IN WHEY: FREE AND IMMOBILIZED
ENZYME

ABSTRACT: Lactose intolerance consists of reducing the organism’s ability to hydrolyze this
carbohydrate. Therefore, the hydrolysis of lactose present in whey has been an alternative,
which in addition to enabling its application in products intended for the population suffering
from intolerance, contributes to reducing the environmental impact caused by this by-
product. The reuse of the enzyme offered by the immobilization system makes this technique
advantageous when compared to the free form, which prevents the stability of the enzyme for
prolonged uses. Therefore, the objective was to evaluate the hydrolysis of lactose present in
bovine whey, with free and immobilized enzyme. The enzyme (-galactosidase (Kluyveromyces
lactis) and the imprisonment technique in alginate spheres were used for immobilization. The
procedure consisted of dripping a mixture of enzyme and 4% sodium alginate solution (1:4)
over a 0.2 M calcium chloride solution, under stirring. The enzymatic activity was determined
by a spectrophotometric method using as substrate the ortho-nitrophenyl-3-D-galactoside
(ONPG) for reaction with the enzyme. The glucose concentration of the samples after hydrolysis
was determined by a spectrophotometric method using an enzyme glucose-oxidase kit. The
immobilization of B-galactosidase in alginate spheres was efficient and showed good yield,
with values of 79.8 and 85.2%, respectively. Higher enzymatic activity was found at pH 7.0
and at 35 °C, for both forms of the enzyme. Greater stability was observed for the immobilized
enzyme, while the free enzyme resulted in greater conversion of lactose. These results can
be explained by the protection afforded to the enzyme by the alginate spheres, which implies
in the reduction of mass transfer.

KEYWORDS: B-galactosidase; Alginate spheres; Enzymatic activity; Bovine whey.

11 INTRODUGAO

As proteinas concentradas do soro possuem grande interesse industrial em fungéo
de propriedades bioativas e tecnologicas (BRANDELLI et al., 2015; et al., 2017). Em
contrapartida, a lactose, que € o nutriente mais abundante do soro de leite, apresenta
utilizacdo em produtos lacteos bastante limitada. Deve-se esta limitacdo de uso, ao
considerar a grande parcela da populagdo mundial que apresenta intolerancia a este
dissacarideo (KUMAR et al., 2015).

Assim, a hidroélise da lactose é uma alternativa capaz de ampliar suas possibilidades
de aplicagéo, além de contribuir com a redugéo dos impactos ambientais causados pelo soro
de leite (VASILEVA et al., 2016). Na forma hidrolisada, a lactose também oferece algumas
vantagens tecnologicas e sensoriais, bem como proporciona melhor biodegradabilidade ao
soro e torna viavel sua utilizagdo como substrato para producéo de etanol e hidrogénio, por
exemplo (PATEL et al., 2016; VERMA et al., 2012).

O processo de hidrolise da lactose pode ser conduzido com a enzima na forma livre
ou imobilizada, mas no modo livre a enzima possui menor estabilidade para uso prolongado.
A possibilidade de reutilizagdo da enzima oferecida pelo sistema de imobilizagado torna esta

técnica muito vantajosa, permitindo a redugéo do custo operacional, além de conferir maior
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estabilidade & enzima (SZYMANSKA et al., 2007; VERMA et al., 2012).

Diante do exposto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o processo de hidrélise
da lactose presente no soro de leite bovino reconstituido, com enzima livre e imobilizada
em esferas de alginato.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Materiais

Soro de leite em p6, do tipo doce, da produgado de queijo Mozzarella foi doado pela
Alibra Ingredients, Ltda (Campinas, SP, Brasil). Na preparagédo da amostra, o soro em po6
foi reconstituido por dissolugdo em agua destilada a 30 °C, com teor de s6lidos soluveis de
6% (m/v). Optou-se pelo uso do soro reconstituido por ser mais estavel, ter maior vida Gtil e
garantir a homogeneidade inicial dos experimentos, permitindo que apenas os efeitos das
variaveis do processo influenciem nos resultados.

A enzima empregada na hidrélise da lactose foi uma B-galactosidase (B-gal), de
origem da fermentacdo controlada do micro-organismo Kluyveromyces lactis, a qual
foi doada pela empresa Granotec (Araucaria, PR, Brasil). De acordo com a descricao
do fabricante, a enzima apresenta forma liquida, coloracdo amarelo claro, atividade
enzimatica de 6500 U mL' e condi¢des de atuagéo entre 2-42 °C e pH 5,0-7,5.

Os reagentes ortho-nitrophenyl (ONP) e ortho-nitrophenyl-B-D-galactoside (ONPG)
foram adquiridos da Sigma-Aldrich e utilizados para a determinacdo da atividade da
B-galactosidase. O kit enzimatico utilizado para a determinagéo de glicose foi o Glicose
Liquiform, com padrao incluido, da empresa Labtest (Lagoa Santa, MG, Brasil). Os demais

reagentes utilizados durante as analises eram todos de pureza analitica.

2.2 Imobilizacao da enzima

A imobilizacdo da enzima (-gal foi realizada em esferas de alginato de sddio,
conforme metodologia descrita por Prashanth e Mulimani (2005) com modificagdes.
A solugéo de alginato de sédio a 4% foi preparada em agua destilada e agitada até se
observar uma solucédo limpida e homogénea. A solugéo de alginato foi entdo misturada
em uma propor¢do de 4:1 (viv) com a solugdo de enzima. A mistura enzima-alginato
resultante foi adicionada gota a gota com o auxilio de uma bomba peristéltica (BP 600,
Milan Equipamentos Cientificos, Brasil) sobre uma solugdo de CaCl, 0,2 M em tampéo
acetato de so6dio 0,1 M (pH 5,0), sob agitacdo constante, como ilustra a Figura 1.
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Figura 1 - Sistema utilizado para imobilizagéo da enzima nas esferas de alginato.

As gotas formaram instantaneamente esferas de gel em contato com a solugéo de
CaCl,, que foi mantida sob agitagdo magnética constante. As esferas contendo as enzimas
imobilizadas foram mantidas na solugdo de CaCl, durante 20 minutos e entéo lavadas
com tampé&o acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0) para remogéo das moléculas de enzima néo
retidas. Apos, as esferas obtidas foram armazenadas em tampéo acetato de sédio 0,1 M
(pH = 4,5) a 4 °C, em frasco vedado até sua aplicagdo na hidrélise das amostras de soro.

A eficiéncia da imobilizag¢ao (El) e o rendimento da imobiliza¢édo (RI) foram calculados
de acordo com a Equacéo 1 e Equacéo 2, respectivamente:

Onde «, é a atividade da enzima imobilizada, «, é a atividade da enzima livre, P, é o
teor proteico total da preparagéo enzimatica bruta, P e P_s&o a concentragéo de proteina
da solucédo de lavagem e sobrenadante apés a imobilizacao, respectivamente.

2.3 Processo de hidrolise

Inicialmente foram conduzidos experimentos para determinacdo das melhores
condi¢cbes de processo, bem como para investigar de modo comparativo o desempenho
da hidrélise da lactose com a enzima na forma livre e imobilizada. Estes ensaios foram
conduzidos em Erlenmeyers acoplados a banho tipo Dubnoff (SL-157, Solab) com agitacédo
de 150 rpm, utilizando como substrato a solugao de ONPG 13 mM e enzima na concentragao
de2 U mL".

a) Efeito do pH na atividade enzimatica

Para determinar o pH 6timo para a atividade da B-gal, livre e imobilizada, durante
as reacodes enzimaticas, foi utilizado tamp&o fosfato de sodio 0,1 M, variando o pH entre
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5,0 e 7,5. As condigcbes de tempo e temperatura dos ensaios enzimaticos foram 10 min e
37 °C, respectivamente. A reacao foi interrompida com a adi¢do de 0,5 mL de carbonato de
sodio 10 % (m/v). As atividades relativas aos diferentes valores de pH foram quantificadas
e expressas em relagédo a atividade obtida no ensaio padrédo (37 °C, pH 6,5 e tempo de
10 min).

b) Efeito da temperatura na atividade enziméatica

Verificou-se o efeito da temperatura na atividade da B-gal livre e imobilizada a
25, 30, 35, 40 e 45 °C. O substrato ONPG foi pré-incubado, a pH 7,0, nas respectivas
temperaturas durante 5 minutos e entéo a enzima foi adicionada. Apés 10 min, a reagéo foi
interrompida com a adicao de 0,5 mL de carbonato de sédio 10 % (m/v). A atividade relativa
(%) foi expressa como a razao entre a atividade de 3-gal obtida na respectiva temperatura
e a atividade enzimatica obtida na condi¢éo de ensaio padrédo (37 °C, pH 6,5 e tempo de
10 min).

A estabilidade térmica foi avaliada por ensaios com ambas as enzimas, livre e
imobilizada, segundo metodologia de Verma et al. (2012). A avaliagdo da termoestabilidade
das enzimas foi realizada na auséncia de substrato, a 40 °C (livre) e a 40 e 60 °C
(imobilizada), por periodo de 6 h.

c) Ensaio cinético com soro de leite

A cinética de reacdo enzimatica da lactose foi analisada para a enzima livre
e imobilizada ao longo de 120 minutos de reagéo, a 35 °C. A amostra de soro bovino
reconstituido 6% (m/v) foi utilizada neste ensaio, contendo concentragéo de lactose inicial
de 41,2 g L' e valor de pH ajustado para 7,0, com solugédo de NaOH (1N). A conversao da
lactose foi monitorada pela analise da concentracéo de glicose pelo kit enzimatico glicose-
oxidase.

d) Ensaios de estabilidade a reutilizacdo e ao armazenamento

O potencial de reutilizagdo da enzima imobilizada foi avaliado pela realizagdo da
hidrélise da lactose presente na amostra de soro bovino reconstituido, em condi¢des de
ensaio 35 °C, pH 7,0 e tempo reagédo de 50 min, repetidas vezes. Depois de cada ciclo, as
esferas contendo as enzimas imobilizadas foram removidas e lavadas com agua deionizada
e tampao acetato de sédio 0,1 M (pH 5,0). A atividade da enzima imobilizada foi calculada
apos cada ciclo de hidrélise e comparada com a atividade enzimatica inicial.

A estabilidade ao armazenamento da enzima B-galactosidase foi determinada pelo
monitoramento da atividade da enzima imobilizada durante o seu armazenamento em
tampao acetato de sodio 0,1 M (pH = 4,5), a 4 °C por periodo de 90 dias. A atividade foi
comparada com a atividade enzimatica inicial e com a estabilidade ao armazenamento da

enzima na forma livre.
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2.4 Procedimentos analiticos

A amostra de soro de leite reconstituido foi caracterizada: pH por leitura direta em
pHmetro digital (Gehaka, modelo PG 1800); demanda quimica de oxigénio (DQO) usando
método colorimétrico com refluxo fechado (APHA, 2005); teor de proteina estimado por
Lowry et al. (1951); lactose, medida apenas antes da hidrélise, pelo método DNS (4cido
3,5-dinitrosalicilico) de acordo com metodologia descrita por Miller (1959); concentracéo
de glicose durante a hidrolise da lactose usando kit enzimatico glicose-oxidase; lipideos
pelo método Roese-Gottlieb (AOAC, 2005); minerais (Ca, P, K e Na) pelo método para
determinagéo de elementos quimicos em alimentos baseado na AOAC (2005).

A atividade enzimatica da [-galactosidase foi determinada por método
espectrofotométrico, no comprimento de onda de 420 nm, utilizando como substrato
sintético o ortho-nitrophenyl-3-D-galactoside (ONPG) para reagdo com a enzima. Este
método foi aplicado conforme a descrigdo de Verma et al. (2012), onde a solugéo contendo
a enzima (2 U) foi adicionada ao substrato ONPG (13 mM) preparado em tampao fosfato
0,1 M. As condicdes padroes de temperatura (37 °C), pH (6,5) e tempo (10 min) foram
empregadas nesta etapa. Para interromper a reacdo de hidr6lise foi adicionado 0,5 mL de
carbonato de sédio 1 M. Para a determinagéo da atividade da B-galactosidase imobilizada
foram adotados os mesmos procedimentos e condicdes experimentais utilizadas para a
enzima livre. Neste caso, para interromper a reacdo, a enzima foi removida e a solucéo
coletada foi analisada.

A curva de calibragdo foi elaborada com o reagente ortho-nitrophenyl (ONP),
em diferentes concentragdes. Assim, a atividade enzimatica foi calculada com base na
liberacdo de diferentes concentragbes de ONP. Uma unidade de atividade da enzima
B-galactosidase (U) é definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 0 ONPG em 1
pmol de o-nitrofenol por minuto (U mL"), sob as condicdes empregadas.

2.5 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada utilizando o software Statistica (10.0, Statsoft Inc.,
Tulsa, EUA), as médias foram comparadas usando analise de variancia (ANOVA) e suas
diferengas foram analisadas usando o teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacao da amostra de soro de leite

Os resultados da caracterizagéo fisico-quimica da amostra de soro sdo apresentados
na Tabela 1.
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Parametro Soro bovino reconstituido

pH 6,50 + 0,24
DQO (g L-1)* 76,40 1,37
Proteina (g L-1) 7,02 £ 0,21
Lactose (g L-1) 41,20 + 0,88
Lipideos (g L-1) 2,35+0,15
Ca (mg kg-1) 208,35 +7,95
P (mg kg-1) 320,98 + 7,76
K (mg kg-1) 838,73 + 10,25
Na (mg kg-1) 178,08 + 1,60

Tabela 1 - Caracterizagao fisico-quimica do soro bovino reconstituido.

*DQO: demanda quimica de oxigénio

Os valores para pH, proteina, lactose e sélidos totais estdo de acordo com os
observados para o soro doce usado por Marx e Kulozik (2018). A DQO também esta de
acordo a literatura, onde sdo apresentados valores acima de 60 g L' (SMITHERS, 2015).
Os resultados obtidos destacam a importancia da recuperacgéo e utilizagdo dos nutrientes
do soro, principalmente devido ao seu rico conteludo de proteinas, lactose e minerais.
Além de evidenciar a relevancia da aplicagdo de processos que visem a mitiga¢ao de seu
impacto ambiental.

3.2 Imobilizacao da B-gal

As esferas de alginato contendo a enzima B-galactosidase foram obtidas com
aproximadamente 3 mm de diametro e massa de 0,063 + 0,005 g cada, Figura 2.

Figura 2 - Esferas de alginato contendo a enzima -galactosidase imobilizada.
A eficiéncia da imobilizacdo (EIl) da enzima nas esferas de alginato, definida como a

razao entre a atividade da enzima imobilizada e a atividade da enzima livre, foi de 79,8%.

Este resultado evidencia que a estratégia de imobilizagdo adotada no presente trabalho,
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que foi de aprisionamento da enzima, se mostrou adequada, visto que a perda da atividade
enzimatica foi relativamente pequena. No estudo de Verma et al. (2012), a eficiéncia de
66% foi observada durante a imobilizagéo por ligagdo covalente da 3-gal de Kluyveromyces
lactis em nanoparticulas de silica.

O rendimento da imobilizagdo (RI), obtido na presente pesquisa, para a enzima
B-galactosidase em esferas de alginato de sédio, foi de 85,2%. Este rendimento foi muito
semelhante aos maximos valores reportados pela literatura, que foram 87% obtidos por
Verma et al. (2012) durante imobiliza¢éo da B-gal de Kluyveromyces lactis em nanoparticulas
de silica e, 85% por Husain et al. (2011), na imobilizagéo da B-gal de Aspergillus oryzae em
nanoparticulas de 6xido de zinco.

3.3 Efeito do pH e temperatura na atividade enzimatica

AFigura 3 (A) mostra o efeito do pH, analisado na faixa de 5,0 a 7,5, sobre a atividade
da enzima na forma livre e imobilizada nas esferas de alginato.

A B-gal livre e imobilizada apresentou o mesmo pH 6timo (7,0), sendo que néo
houve diferenga na atividade enzimatica entre as enzimas para este valor. Para pH de 6,5
e 7,5, também néo foi observada diferenca estatistica entre a atividade para a enzima livre
e imobilizada. Observou-se ainda que quanto menor o pH, menor foi a atividade enzimatica
para ambas as formas da enzima. No entanto, mesmo nos valores de pH 5,0, 5,5 € 6,0, a
enzima imobilizada demonstrou maior atividade em relagdo a enzima livre. Possivelmente,
a imobilizagéo conferiu maior estabilidade a enzima, pois a pH 5,0 a enzima imobilizada
teve sua atividade reduzida para 61%, enquanto a enzima livre obteve atividade de apenas
35%.

Figura 3 — (A) Efeito do pH na atividade enzimética, a 37 °C; (B) Efeito da temperatura na atividade
enzimatica, a pH 7,0 e utilizando ONPG como substrato.

O efeito da temperatura do processo de hidrolise sobre a atividade enzimatica,
esta ilustrado na Figura 3 (B). Verificou-se a temperatura 6tima de 35 °C para ambas
as enzimas. Nesta temperatura, a atividade da enzima imobilizada (122%) foi bastante

superior a atividade da condig¢édo padrao, que havia sido considerada como 100%, enquanto
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a atividade da enzima livre foi de 103%. Também & possivel observar que para os menores
valores de temperatura, 25 e 30 °C, as atividades nédo diferem estatisticamente para as
enzimas livre e imobilizada no mesmo valor de temperatura. No entanto, a partir de 35 °C a
atividade da enzima imobilizada foi significativamente superior a enzima livre, se mantendo
consideravelmente elevada. Na temperatura de 45 °C, por exemplo, a enzima imobilizada
manteve 83% de atividade, enquanto a enzima livre apenas 46%. Deste modo, assim como
ocorreu para o pH, a imobilizagéo néo interferiu no valor étimo da temperatura de hidrdlise,
mas proporcionou melhora na estabilidade da enzima, resultado da protecéo oferecida
pelas esferas de alginato.

A termoestabilidade da B-galactosidase imobilizada em comparagéo com a enzima
livre é ilustrada pela Figura 4. Na primeira hora de ensaio experimental a enzima apresentou
atividade elevada, acima de 80%, para todas as condi¢des testadas. Porém, ap6s 2 h
de reacdo de hidrolise, a enzima livre ja apresentava apenas 50% de atividade a 40 °C,
enquanto a enzima imobilizada manteve atividade em 95 e 85%, para os ensaios a 40 e
60 °C, respectivamente. Ao final das 6h de processo, a atividade da enzima imobilizada
era de 84 e 69%, para os ensaios a 40 e 60 °C, respectivamente, enquanto a enzima livre
retinha somente 20% de atividade.

Figura 4 - Estabilidade térmica da enzima B-galactosidase livre e imobilizada.

De acordo com Tagieddin e Amiji (2004), o aumento da estabilidade observada
devido a imobilizagdo pode ser atribuido a redugcdo na mobilidade da estrutura proteica
da enzima, protegendo-a dos efeitos nocivos do ambiente. Assim, os resultados destes
ensaios demonstram que a imobilizacdo proporciona uma importante vantagem, visto que
a inativacéo térmica pode ser um fator limitante para aplica¢cdo de enzimas em processos
industriais.
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3.4 Cinética do processo de hidrélise da lactose

Apo6s definicdo das melhores condi¢cdes experimentais com ONPG como substrato,
a amostra de soro de leite reconstituido foi empregada no ensaio cinético do processo de
hidr6lise com a enzima livre e imobilizada, Figura 5.
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Figura 5 - Cinética da hidrolise da lactose presente no soro bovino reconstituido, a 35 °C, pH 7,0.

Verificou-se comportamento semelhante da conversdo de lactose em glicose para
ambas as formas de enzima, com estabilizacdo da conversdo em torno de 40 min de
incubacédo. Porém, a enzima na forma livre apresentou melhor desempenho, resultando
em maior concentragéo de glicose a partir da lactose hidrolisada. Aos 40 min de processo,
a concentragdo de glicose observada ao utilizar a enzima imobilizada foi de 17,2 g L™,
enquanto que para a enzima livre o valor verificado foi de 19,8 g L. Esta concentragcéo
esta muito proxima a conversao tedrica maxima de lactose de 20,6 g L', considerando que
cada molécula de lactose produz uma molécula de glicose e uma de galactose, e que a
concentracéo inicial de lactose da amostra era de 41,2 g L.

Assim, o0 processo resultou em 96,1 e 83,5% de hidrélise da lactose, utilizando
enzima livre e imobilizada, respectivamente. O fato da quantidade de lactose hidrolisada
ter sido inferior na enzima imobilizada pode ser atribuido a redug¢édo na transferéncia de
massa do processo, consequéncia do proprio método de imobilizagédo por aprisionamento.

3.5 Estabilidade a reutilizacdo e ao armazenamento

O ensaio de reutilizacdo demonstrou elevada estabilidade operacional da enzima
imobilizada, com manuten¢éo de 86,5% da atividade enzimatica ao final de 15 ciclos
de hidrélise. Este € um resultado que evidencia a vantagem de emprego da enzima
imobilizada frente a enzima na forma livre, a qual, por sua vez, ndo possui possibilidade de
reutilizacdo. No estudo de reutilizagcédo de Verma et al. (2012), a enzima 3-gal imobilizada
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em nanoparticulas de silica demonstrou ser estavel até 11 ciclos, retendo aproximadamente
51% de sua atividade inicial.

No presente estudo, a estabilidade da enzima livre e imobilizada também foi
avaliada com relagéo ao seu tempo de armazenamento em solugdo tampéo (pH = 4,5), sob

refrigeracdo, durante 90 dias, sendo o resultado mostrado pela Figura 6.

Figura 6 - Estabilidade da enzima B-gal ao armazenamento a 4 °C, pH 4,5, por 90 dias.

Observou-se, para ambas as formas de enzima aplicadas, reducédo da atividade
enzimatica ao longo do armazenamento. Porém, a enzima imobilizada apresentou melhor
estabilidade ao armazenamento, com manutencao de 63,4 + 2,8% da atividade ao fim do
periodo avaliado, enquanto que a forma livre manteve 48,7 + 2,7%. Conforme Sahin et al.
(2005), imobilizagdes enzimaticas em hidrogéis, como alginato, gelatina e poliacrilamida,
conferem alta estabilidade devido ao microambiente de protecéo fornecido pela matriz de
gel, minimizando possiveis efeitos do meio aquoso sobre o sitio ativo da enzima imobilizada.
Por conta disto, a reducdo da atividade enzimatica ao longo armazenamento é mais lenta

em comparacgédo a enzima livre em solugéo.

41 CONCLUSOES

A imobilizagdo da enzima B-galactosidase (B-gal), de origem do micro-organismo
Kluyveromyces lactis, foi realizada pelo método de aprisionamento em esferas de alginato. O
processo de imobilizagé@o proporcionou eficiéncia de 79,8% e rendimento de 85,2%, valores
que demonstram que o método de imobilizagdo utilizado nao afetou consideravelmente a
atividade enzimética.

Os maiores valores de atividade enzimatica foram alcangados a pH 7,0 e temperatura
de 35 °C, utilizando ONPG como substrato. Sendo observada melhora na estabilidade da
enzima ao ser imobilizada nas esferas de alginato. No estudo cinético, com a amostra de
soro bovino reconstituido como substrato, observou-se porcentagem de hidrélise superior
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para a enzima livre (96,1%) em relagdo a enzima imobilizada (83,5%).

A enzima imobilizada apresentou elevada estabilidade operacional, o que possibilita
sua reutilizacao por mais de 10 ciclos sem prejuizos consideraveis da atividade enzimatica.
Além disso, o processo de imobilizagdo proporcionou aumento na vida util da enzima, com
manutencéo de 63,4% de sua atividade ap6s 90 dias de armazenamento.
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