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RESUMO

A B-galactosidase é amplamente distribuida na natureza, podendo ser encontrada em
plantas, 6rgaos de animais e microrganismos. A hidrolise da lactose via enzimatica
vem sendo uma alternativa para as industrias alimenticias, visto que os acucares
resultantes deste processo, glicose e galactose, sdo mais sollveis e doces, 0 que
proporciona melhorias nas caracteristicas sensoriais de produtos lacteos e,
desenvolvimento de alimentos com baixo teor desse carboidrato, tornando-os ideais a
consumidores intolerantes a este aclucar. O aumento da demanda industrial da
B-galactosidase resulta na necessidade do estudo da agitacdo e da aeracao, visando
obter um produto de elevada atividade. A utilizacdo de enzimas na industria alimenticia
€ muitas vezes limitada devido a sua baixa estabilidade. Uma das alternativas é o
emprego de enzimas imobilizadas para reduzir os problemas causados pela utilizacao
de enzimas sollveis em aplicagdes industriais. A presente dissertacdo teve por
objetivo geral o estudo das condicbes de producdo da P-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 e caracterizagdo parcial da enzima livre e
imobilizada. No primeiro estudo foi avaliada a influéncia da agitagdo e da aeracéo na
producédo da enzima por fermentagdo submersa em fermentador Biostat B de 2 L,
utilizando a técnica de planejamento experimental, através de um planejamento
experimental 22 (4 ensaios e 3 pontos centrais), onde as condicdes estudadas foram:
200; 350; 500 rpm e 0,5; 1,0; 1,5 vvm para a agitacéo e a aeracao, respectivamente.
Neste estudo verificou-se que a agitacdo e a aeracdo, exerceram influéncia na
producdo da enzima, sendo a condicdo mais favoravel 500 rpm e 1,5 vvm,
respectivamente, atingindo uma produtividade de 1,2 U.mL".h', uma atividade
enzimética de 17 U.mL™" e uma concentracéo celular de 11 mg.mL"'. Em um segundo
estudo foi realizada a imobilizacdo da B-galactosidase empregando a técnica de
inclusdo em gel de alginato de calcio, seguida da caracterizagao das enzimas livre e
imobilizada, quanto ao pH e temperatura étimos, parametros cinéticos e estabilidade
térmica. Para o estudo da influéncia do pH na atividade enzimatica foram testados
valores de pH entre 4,6 e 8,6. A influéncia da temperatura na reagdo enzimatica foi
determinada pela atividade de B-galactosidase nas temperaturas de 25 a 60°C. Os
parametros  cinéticos foram  determinados  utilizando como  substrato
o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) e lactose. A estabilidade térmica foi
estudada determinando-se a constante cinética de desnaturagao térmica, o tempo de
meia vida e a energia de ativacdo da reacao de desnaturacdo, incubando-se a enzima
nas temperaturas de 30 a 45°C. Os valores 6timo de pH e temperatura nao foram
alterados quando a enzima foi imobilizada, obtendo como resultados pH 6,6 e 37°C,
respectivamente, para ambas as formas enzimaticas. Os resultados dos parametros
cinéticos, Kn € Vmayx para a enzima livre foram 15,1 mMe 18,9 U.mL"; 93,71 mM e
43,9 U.mL" para os substratos ONPG e lactose, respectivamente. Para a enzima na
forma imobilizada os resultados para Km € Vimax foram 18,5 mM e 3,9 UmL™; 115,7 mM
e 3,7 U.mL™, respectivamente, utilizando ONPG e lactose. Com relagdo a estabilidade
térmica enzimatica, a equacao de Arrhenius pdde ser aplicada para estabelecer uma
relacdo entre a constante cinética de desnaturacdo térmica e a temperatura. Pela
equacao de Arrhenius determinou-se as energias da reacdo de ativacdo (9,4 e
2,1 Kcal.mol') e de ativagdo da reacdo de desnaturagdo (100 e 106 Kcal.mol™),
respectivamente, para B-galactosidase livre e imobilizada.

Palavras-chave: aeragao, agitacéo, alginato, fermentacao, imobilizacao.
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ABSTRACT

Production of B-galactosidase from Kluyveromyces marxianus CCT 7082
in fermenter and partial characterization of the soluble and immobilized enzyme

B-galactosidase is widely distributed in nature and it can be found in plants, organs of
animals and microorganisms. The enzymatic hydrolysis of lactose has been an
alternative to the food industries, because the result sugars of this process, glucose
and galactose, are more soluble and sweet, providing improvements in sensory
characteristics of dairy products, and development of products without lactose, ideal to
consumers intolerant to this sugar. The increased of the industrial demand of
B-galactosidase results in the necessity to study the agitation and aeration, to obtain a
product of high activity. The use of enzymes in the food industries is sometimes limited
due to the low stability. One of the alternatives is the use of immobilized enzymes to
reduce the problems caused by the use of soluble enzymes in industrial applications.
The present dissertation had as main goal the study of the conditions of
B-galactosidase production from Kluyveromyces marxianus CCT 7082 and the partial
characterization of the free and immobilized enzyme. In the first study, the influence of
the agitation and the aeration was evaluated in the enzyme production by submerged
fermentation in Biostat B fermenter of 2 L, using experimental design 22 (4 assays with
three replicates at the center point); the study conditions were: 200, 350, 500 rpm and
0.5, 1.0, 1.5 vwm for agitation and aeration, respectively. In this study the agitation and
aeration, influenced in the B-galactosidase production, and the favorable condition was
500 rpm and 1.5 vwm, respectively, obtaining 1.2 U.mL".h! for productivity, 17 U.mL"
for the enzymatic activity and a cellular concentration of 11 mg.mL™. In a second study
of B-galactosidase was immobilized employing the technique of calcium alginate gel
inclusion, followed by the characterization of this enzyme, and comparison between
free and immobilized enzymes, as for optimum pH and temperature, kinetic parameters
and thermal stability. For the study of the influence of pH on the enzymatic activity,
values of pH between 4.6 and 8.6 were tested. The influence of temperature on the
enzyme reaction was determined at 25 to 60°C. The kinetic parameters were
determined employing o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside (ONPG) and lactose. The
thermal stability was studied in order to determinate the deactivation rate constant, the
half-life and the deactivation energy, incubating the suspension enzyme at 30 to 45°C.
The optimum values for pH and temperature weren’'t changed by the immobilization
process, obtaining as results pH 6.6 and 37 °C, respectively. The results for the K, and
Vmax fOr soluble enzyme were 15.1 mM and 18.9 U.mL™"; 93.7 mM and 43.9 U.mL™" for
ONPG and lactose, respectively; and for immobilized enzyme the results for K, and
Vimax Were 18.5 mM and 3.9 U.mL™"; 115.7 mM and 3.7 U.mL™, respectively, for ONPG
and lactose. In relation to the enzymatic thermal stability, the Arrhenius equation could
be applied to establish a relation between deactivation rate constant and temperature.
By the Arrhenius equation were determinated the activation energy (9.4 e
2.1 Kcal.mol™") e deactivation energy (100 e 106 Kcal.mol™), respectively, for the
soluble and immobilized enzyme.

Keywords: aeration, agitation, alginate, fermentation, immobilization
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CAPITULO | 1

1. INTRODUCAO

Enzimas sao catalisadores de reagdes e diferentemente da grande maioria
dos catalisadores inorganicos, possuem a vantagem de serem facilmente encontradas
na natureza e apresentarem maior atividade catalitica e alta especificidade, além de
uma maior sensibilidade ao controle catalitico (KRAJEWSKA, 2004; van-BELIEN & LI,
2002).

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23), conhecida também como lactase, € uma
enzima classificada como hidrolase, sendo responsavel por catalisar a hidrélise da
lactose em glicose e galactose. A sua importancia industrial esta na sua aplicagéo na
industria de laticinios, na hidrélise da lactose de leites, obtendo assim, alimentos com
baixos teores deste carboidrato, melhorando a solubilidade e digestibilidade de leites e
derivados lacteos (JURADO et al., 2002; MAHONEY, 1998).

O tratamento da lactose presente no leite e seus derivados pela acao da
B-galactosidase vem sendo motivo de estudo por muitos pesquisadores. Esse
tratamento torna o leite adequado para a alimentacdo de individuos intolerantes a
lactose. Além disso, as p-galactosidases sao também galactotransferase,
enriguecendo os produtos lacteos com galactooligossacarideos (ALMEIDA &
PASTORE, 2001).

A versatiidade das leveduras do género Kluyveromyces como
microrganismo de interesse industrial tem sido amplamente ilustrada pela literatura,
sendo este microrganismo aplicado industrialmente por apresentar habilidade em
utilizar a lactose como fonte de carbono, e de sintetizar a B-galactosidase (BELEM &
LEE, 1998a; INCHAURRONDO et al., 1994).

Com relacdo a producao da enzima, o estudo da agitagao e da aeracao é
importante, pois fornecem oxigénio para o microrganismo durante 0 processo de
fermentagdo, exercendo grande influéncia no consumo de substrato pelos
microrganismos, podendo facilitar ou inibir a sintese de um determinado produto
(SCHNEIDER et al., 2001; SERRANO-CARREON et al., 1998).

De acordo com Yu & Li (2006), o estudo da atividade e da estabilidade de
enzimas € um aspecto importante a ser considerado em processos biotecnolégicos,
com isto pode-se prover informacdes sobre as propriedades da enzima e ajudar a
aperfeicoar a viabilidade econémica de processos industriais.

A utilizagado de enzimas na industria alimenticia é limitada devido a fatores
como instabilidade operacional, custos e dificuldade de recuperacdo para a
reutilizacdo apdés o término do processo catalitico. Técnicas de imobilizagcao
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enzimatica vém sendo bastante estudadas a fim de diminuir ou eliminar os problemas
pelo emprego de enzimas sollveis em processos industriais (MATEO et al., 2007;
KRAJEWSKA, 2004). A maioria das enzimas imobilizadas utilizadas em processos de
hidrélise € de origem microbiana, por apresentarem baixo custo, boa estabilidade e
elevada atividade catalitica (FUREGON et al., 1996).

Estudos cinéticos envolvendo [-galactosidase proveniente de
Kluyveromyces vém sendo executados utilizando tanto a enzima livre como na forma
imobilizada, sendo que parte destes tem sido bastante investigado para a hidrélise da
lactose contida no leite (ZHOU & DONG, 2001).

O laboratério de Microbiologia - FURG tem desenvolvido pesquisas com
relagdo a enzima -galactosidase através de trabalhos de iniciagédo cientifica, projetos
de graduacdo e dissertacbes de mestrado desde 2004. Manera (2006) realizou um
screening de microrganismos produtores desta enzima, selecionando a levedura
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 como a melhor produtora desta enzima; além da
otimizacao do meio de cultura para esta levedura. Outros trabalhos foram realizados a
partir desta referida dissertacao: Lisboa et al. (2005) estudaram métodos de ruptura
celular para extracdo de B-galactosidase e sua purificagdo por sistema aquoso
bifasico. Grunennvaldt et al. (2006) purificaram a enzima utilizando a técnica da
precipitagdo. Atualmente estd em estudo as condi¢gdes 6timas de purificagcdo de
B-galactosidase por sistema aquoso bifasico e por coluna de troca ibnica, além do
isolamento e identificacdo de leveduras com potencial de producao de B-galactosidase
em soro de leite.

Em continuidade dessas pesquisas verificou-se que existe a necessidade
do estudo das condigbes 6timas para a producdo da B-galactosidase. Entretanto,
existe uma auséncia do emprego da metodologia de planejamento experimental para
as variaveis, agitacdo e aeracao. Dentro desse contexto, este trabalho visou estudar a
aeracao e a agitacao, na producao de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus
CCT 7082, bem como caracterizar parcialmente a enzima nas formas livre e

imobilizada.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o estudo das condigbes de
processo, aeracao e agitagdo, para a produgdo de B-galactosidase proveniente de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 e caracterizagdo parcial da enzima nas formas

livre e imobilizada.

1.1.2. Objetivos especificos
- Produzir a enzima B-galactosidase por fermentagdo submersa em fermentador
Biostat B;

- Estudar a influéncia da agitagdo e aeracdo na producdo de

B-galactosidase utilizando a técnica de planejamento de experimentos;
- Promover a imobilizagao da enzima B-galactosidase por técnica de inclusdo em
gel;
- Caracterizar parcialmente a enzima B-galactosidase livre e imobilizada

quanto ao pH e temperatura 6timos, parametros cinéticos (Kn € Vmax) €

estabilidade térmica;

- Comparar as enzimas nas formas livre e imobilizada, verificando se

ocorrem alteracdes nas propriedades.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Enzimas

As enzimas sao moléculas de proteinas complexas que agem como
catalisadores em reagdes bioquimicas; sendo formadas dentro das células de todos os
seres vivos, plantas, fungos e bactérias. Sao elas que controlam varias fungdes vitais
incluindo os processos metabdlicos que convertem nutrientes em energia e em novos
materiais para as células, além de acelerar a reacdo dos processos bioquimicos,
tornando-os mais eficiente (LEHNINGER, 1997).

Enzimas apresentam um potencial de utilidade muito grande devido ao seu
poder catalitico e seu alto grau de especificidade. A selecao da fonte para a producao
de uma determinada enzima depende da consideracdo de uma série de fatores, tais
como: especificidade, pH, temperatura, estabilidade, ativagao, inibicdo, disponibilidade
e custo (MATEO et al., 2007; OLEMPSKA-BEER et al., 2006; LEHNINGER, 1997).

A biotecnologia da producdo de enzimas parte de duas fontes: a natural,
formada por tecidos animais e vegetais, de onde as enzimas podem ser extraidas e
usadas in natura ou extraidas e purificadas; e a cultivada, constituida de enzimas
extraidas de meios de cultivo microbiolégico, desenvolvidos por técnicas fermentativas
(SILVA & FRANCO, 1999).

A obtencdo de enzimas de origem microbiana € bem mais aplicada e
difundida que a de origem vegetal, isto devido ao fato de que os microrganismos tém
um ciclo curto quando comparados com 0s vegetais e, apresentam baixo custo de
obtencao (HERNALSTEENS, 2006).

A aplicacdo tecnologica de enzimas é bastante vantajosa quando
comparada aos processos quimicos por ndo necessitar de condicoes de temperatura e
pressao drasticas, além de utilizarem substratos de baixo custo e exigirem um tempo
curto de produgao. Apresentam vasta aplicagédo no setor alimenticio e farmacéutico
por serem substincias naturais, apresentarem elevada especificidade catalitica,
atuarem em condicoes brandas de temperatura e pH (MEDEIROS, 1999; SILVA &
FRANCO, 1999).

De acordo com a literatura, dentro das enzimas empregadas na industria
alimenticia, destaca-se a B-galactosidase no processamento de leite e derivados
(LADERO et al., 2000; REED & NAGODAWITHANA, 1993; GEKAS & LOPEZ-LEIVA,
1985).
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2.2. Enzima B-galactosidase

A utilizacdo de microrganismos para a geracdo de produtos de interesse
comercial tem recebido crescente atencao por parte da industria de alimentos. Neste
contexto, encontra-se a enzima PB-galactosidase produzida por microrganismos, que
pode ser empregada na hidrolise da lactose do leite, visando obter um produto com
baixo teor de lactose, ideal para consumidores intolerantes a este acucar (JURADO et
al., 2002).

A enzima B-galactosidase ou lactase, como também é conhecida, é
amplamente distribuida na natureza, podendo ser encontrada entre vegetais,
particularmente em améndoas, péssegos, damascos e macas; em érgaos de animais,
como intestino, cérebro, testiculos, placenta como, também, produzida por grande
quantidade de microrganismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e leveduras
(RICHMOND et al., 1981).

Segundo Gékas & Lopez-Leiva (1985), as propriedades da lactase variam
conforme a sua fonte. O peso molecular da enzima, por exemplo, pode variar de
850 000 Daltons para a E. coli até 201 000 e 90 000 Daltons para Kluyveromyces
marxianus e Aspergillus oryzae, respectivamente. A temperatura e o pH 6timos de
operacao podem diferir de acordo com a fonte enzimatica ou quando se utiliza a
enzima imobilizada. Lactases provenientes de fungos filamentosos e de leveduras
possuem, respectivamente, o pH e temperatura 6timos de operagdo nas faixas de
3,0 - 5,0 e 50 — 55°C; 6,0 — 7,0 e acima de 40°C ocorre desnaturagdo (HOLSINGER &
KLIGERMAN, 1991; ROBINSON, 1991).

O substrato natural mais encontrado para a B-galactosidase é a lactose,
principal agucar presente no leite e em produtos lacteos, sendo um dissacarideo que
apresenta baixa solubilidade e baixo poder adocante (SEIBOTH et al., 2007;
HOLSINGER & KLIGERMAN, 1991). A B-galactosidase hidrolisa a lactose em glicose
e galactose, dois monossacarideos, que apresentam uma maior docgura, além de
serem mais sollveis e digestiveis que a lactose, o que os torna mais facilmente
absorvidos pelo intestino (TANRISEVEN & DOGAN, 2002; MAHONEY, 1998).

2.3. Aplicacao da B-galactosidase

Com o rapido avango tecnologico, novos processos vém sendo
desenvolvidos para promover o aumento na qualidade dos alimentos e atender aos
consumidores em geral. Dentro deste contexto, a industria alimenticia passou a

introduzir novas técnicas em sua linha de processamento, envolvendo uso de enzimas
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que fossem capazes de conferir ao produto final caracteristicas que atendessem a
demanda da populacao (MARIOTTI et al., 2000; REED & NAGODAWITHANA, 1993).

A B-galactosidase é uma importante enzima utilizada em industrias
alimenticias atuando na hidrélise da lactose, sendo um processo promissor no
desenvolvimento de produtos sem a presenca da lactose em suas composicdes. Esta
enzima também pode ser utilizada na elaboracdo de produtos lacteos a fim de evitar a
modificagdo, como cristalizagdo e textura arenosa, em produtos que contenham
lactose (BELEM & LEE, 1998a; GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985; DICKSON & MARTIN,
1980).

A lactose pode ser empregada como um ingrediente em produtos
alimenticios por apresentar uma suave dogura, proporcionando um sabor agradavel,
além de ser um bom emulsificante e por apresentar um efeito positivo na absorgao do
célcio e na produgao de acido latico no intestino. Em sorvetes a sacarose pode ser
substituida, em torno de 20%, por xaropes de lactose hidrolisada. O processo de
maturagao de queijos pode ser acelerado por meio do emprego de B-galactosidase e,
em iogurtes, a adicdo de xarope de soro hidrolisado dispensa a etapa de
pré-evaporagao necessaria para concentrar o leite. Além disso, a lactose hidrolisada
por esta enzima pode ser empregada como esséncia para sucos, vinhos, calda de
fruta enlatada e refrigerante de fruta (MAHONEY, 1998; SANTOS et al, 1998;
KARDEL et al. 1995; YANG & SILVA, 1995; HOLSINGER & KLIGERMAN, 1991;
ROBINSON, 1991; MacBEAN, 1979; MAHONEY et al., 1974).

Segundo Gekas & Lépez-Leiva (1985), a hidrélise da lactose contida no
leite é de grande importancia devido ao problema da intolerdncia de um grande
numero de pessoas que ndo sao capazes de hidrolisar a lactose devido a falta de
enzimas especificas em seus tratos digestivos. Em virtude da insuficiéncia de enzima
intestinal, algumas pessoas revelam-se intolerantes a produtos que contenham lactose
(RICHMOND et al., 1981). A intolerancia a lactose é definida como uma sindrome
clinica de desconforto intestinal, também conhecida como Galactosemia, e ocorre
devido aos baixos niveis ou auséncia de atividade da enzima [B-galactosidase no
aparelho digestivo, consequéncia de uma deficiéncia congénita desta enzima ou de
uma diminuicdo gradativa de sua atividade com o avanco da idade, causando
sintomas como diarréia, fortes dores abdominais e inchagos (CAMPBELL et al., 2005;
SANTIAGO et al., 2004; SZILAGYI, 2002).

Além  disso, outro fator importante é a formacdo de
galactooligossacarideos (GOS) pela acao da B-galactosidase. Os GOS sao formados
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por lactose e unidades de galactose e sdo compostos nao digestiveis e nao
degradados pelas enzimas digestivas humanas, promovendo o crescimento de
bifidobactérias no intestino, gerando efeitos saudaveis para 6rgaos como o intestino e
o figado, pois promovem o crescimento da microflora intestinal (GAUR et al., 2006;
MAHONEY, 1998; PLAYNE & CRITTENDEN, 1996). Além disso, a ingestao de GOS
aumenta a mineralizagdo 6ssea e a resisténcia contra fraturas, devido a estimulagéo
da absorgao de calcio; além de também serem utilizados em confeitos e iogurtes como
acucares de baixa cariogenicidade (BROUNS & VERMMER, 2000).

2.4. Producao de B-galactosidase

Processos fermentativos requerem um substrato ou nutriente, sendo
geralmente um agucar, como sacarose, glicose ou lactose, como fonte de carbono.
Também, necessitam de uma fonte de nitrogénio e finalmente nutrientes em menor
quantidade como vitaminas (WAINWRIGHT, 1995).

Muitas enzimas microbianas sdo produzidas por fermentacido em
submerso, dentre elas, destaca-se a B-galactosidase. A quantidade de 3-galactosidase
produzida depende de vérios fatores como a composicdo do meio de cultura,
temperatura de cultivo, pH do meio e, ainda, da agitagao e concentracao de oxigénio
dissolvido no meio (VINIEGRA-GONZALES et al., 2003).

Na fermentagdo submersa, o microrganismo é introduzido no meio como
in6culo, onde se desenvolve. Nesse tipo de cultura, um grande nimero de fatores
contribui ao desenvolvimento de qualquer forma morfologica, incluindo o tipo e a
concentracdo da fonte de carbono, de nitrogénio e de fosfato, tracos de minerais,
oxigénio dissolvido, pH, temperatura, geometria de fermentador, como também,
sistemas de agitacado e aeracdo (PAPAGIANNI, 2004).

Segundo a literatura, existe uma grande variedade de microrganismos que
apresentam a habilidade de produzir B-galactosidase. A Tabela 1 apresenta alguns

exemplos de microrganismos produtores de B-galactosidase relatados na literatura.
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Tabela 1: Microrganismos produtores de B-galactosidase

Microrganismo

Referéncia

Aspergillus aculeatus
Aspergillus niger
Bullera singularis
Erwinia aroideae
Flavobacterium
keratolyticus
Guehomyces pullulans
Haloferax alicantei

Kluyveromyces marxianus

Kluyveromyces lactis

Lactobacillus bulgaricus
Penicillium chrysogenum
Penicillium simplicissimum
Pyrococcus woesei
Streptococcus thermophilus
Thermus sp

WILLEMIEK et al. (2000).
DOMINGUES et al. (2005).
SHIN et al. (1998).

FLORES & ALEGRE (1996).
LENG et al. (1998).

NAKAGAWA et al. (2006).

HOLMES et al. (1997).

MANERA (2006), MEDEIROS et al. (2008), CORTES et
al. (2005), MARQUES (2003), PINHEIRO et al. (2003),
RAJOKA et al. (2004), SANTIAGO et al. (2004),
MARTINS et al. (2002), SCHNEIDER et al. (2001),
PINHEIRO et al. (2000), RECH et al. (1999), BELEM &
LEE (1998b), TOMASKA et al. (1995).

BECERRA et al (2004), KIM et al. (2004),
NUMANOGLU & SUNGUR (2004), RAMIREZ
MATHEUS & RIVAS (2003), CARMINATTI (2001),
GENEVA et al. (2001), ZHOU & CHEN (2001),
DICKSON & MARKIN (1980).

VASILJEVIC & JELEN (2001).

NAGY et al. (2001).

CRUZ et al. (1999).

SOBIEWSKA et al. (2000).

RAO & DUTTA (1977).

PESSELA et al. (2003).

Dentre os microrganismos produtores de B-galactosidase destaca-se as

leveduras do género Kluyveromyces que apresentam potencial de uso industrial, por

fermentarem a lactose de leite e soro, apresentando-se como fonte desta enzima
(RUBIO-TEXEIRA, 2006; RECH et al. 1999; BITZILEKIS & BARNETT, 1997).

A utilizagcdo das leveduras deste género € interessante comercialmente,

pois sdo consideradas GRAS (Generally Recognized as Safe), sendo aceitas pelo
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FDA (Food and Drug Administration) dos EUA para a producdo de compostos
farmacéuticos e alimenticios (HENSING et al., 1994).

O emprego de leveduras do género Kluyveromyces para producdo de
B-galactosidase oferece algumas vantagens, como: bom rendimento de crescimento
que tem um impacto econdmico importante na industria de alimentos; aceitabilidade
como um microrganismo seguro, aspecto técnico importante ao considerar que os
produtos fermentados tém aplicacdes farmacéuticas e alimenticias; podem crescer a
uma ampla faixa de temperatura; atividade de B-galactosidase mais alta em algumas
cepas de Kluyveromyces marxianus, que outras leveduras quando a lactose é usada
como substrato e alta velocidade de crescimento (RUBIO-TEXEIRA, 2006; BELEM &
LEE, 1998a; RECH, 1998; INCHAURRONDO et al., 1994).

2.5. Influéncia da agitacao e da aeracao em processos fermentativos

Os estudos dos efeitos das condicdes de operacao, como temperatura, pH,
velocidade de agitacdo, taxa de aeracao e oxigénio dissolvido sdo importantes para a
compreensdao de um processo fermentativo (FENG et al, 2003). O oxigénio é
necessario para todas as culturas aerdbias para manter uma concentragéo apropriada
de oxigénio dissolvido no meio de cultura e, também, é importante para proporcionar
uma operacao eficiente do reator (RECH, 1998).

Em processos aerébios, o oxigénio torna-se um substrato fundamental e
devido a sua baixa solubilidade em solugbes aquosas é necessaria uma transferéncia
continua de oxigénio da fase gasosa para a liquida, de modo a manter o metabolismo
celular (NIELSEN & VILLADSEN, 1994).

Segundo Wang et al. (1979), a agitacdo e aeracdo nos processos de
fermentacado tém dois objetivos. O primeiro é fornecer oxigénio aos microrganismos
com o propésito de atingir as atividades metabdlicas. E, o segundo, € manter os
microrganismos em suspensao através de uma pequena parcela de agitacao do meio.

Segundo Borzani et al. (2005), a transferéncia de oxigénio durante um

processo fermentativo ocorre em trés partes distintas:

» Transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a liquida (meio de cultura),

sendo que esta depende da interface gas-liquido ao redor das bolhas de ar;

» Distribuicdo do oxigénio até as células que depende de uma suficiente agitacéo

do meio de cultura;
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= Consumo de oxigénio pelas células: resisténcia pela pelicula existente na
superficie das células e, também, pela velocidade da reacdo de absorcdo do
oxigénio.

Silva-Santisteban & Maugeri (2005), estudando a influéncia da agitacao e
da aeracado sobre a producao de inulinase em cultivo de Kluyveromyces marxianus,
verificaram que em baixos niveis de agitacdo e aeragdo, essas variaveis
apresentaram-se importantes. Entretanto, quando os niveis de agitacdo e aeracado
foram altos, a agitacdo foi mais importante. Nesses estudos, foi verificado que a
producéo de inulinase diminuiu quando a agitacao foi maior que 450 rpm, apesar do
incremento na transferéncia de oxigénio. Verificou-se, no entanto, uma queda brusca
na concentracdo celular, que segundo os autores, pode ser decorrente de um
fenbmeno conhecido como estresse mecanico. O processo fermentativo foi otimizado
com uma agitacao de 450 rpm e uma aeracao de 1,0 vvm.

O estresse mecanico pode ser definido como a juncédo de todos os efeitos
mecanicamente originados, que afetam negativamente o objetivo principal do processo
em estudo. A agitacdo e a aeragao estao intimamente ligados ao estresse mecanico
em bioprocessos (MARKL & BRONNENMEIER, 1985).

Schneider et al. (2001), otimizando a producdo de B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus, constataram que a relacdo agitacdo/aeracdo exerceu
influéncia no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio, bem como no
rendimento da atividade enzimatica, obtendo condicdes otimizadas de
700 rpm e 0,66 vvm, e que um coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio em
torno de 60 h™' conduziu a uma maior produtividade enzimatica.

Pinheiro et al. (2000) investigaram se 0 aumento da taxa de transferéncia
de oxigénio gerava um aumento de rendimento, de biomassa e de produtividade
empregando espécies de Kluyveromyces. Nesse estudo, os autores observaram que a
aeragao apresentou um efeito positivo no crescimento e no comportamento da
levedura. Entretanto, os autores verificaram que um efeito toxico pode vir a ocorrer se
a concentragdo de oxigénio for muito elevada, refletida pela diminuicdo na
concentracao celular.

Esses mesmos autores em 2003, estudando a atividade da enzima
B-galactosidase em culturas de Kluyveromyces marxianus, a 330 rpm e 1,0 vvm,
verificaram que o0 aumento da concentracdo de oxigénio ndo provocou efeito toxico na
producéo dessa levedura, podendo ser utilizado como um parametro de otimizacao na
producéao de B-galactosidase.
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Feng et al. (2003), estudando o efeito da aeracdo e da agitacdo na
producéo de B-manase, verificaram que a agitacao afetou a concentracao de oxigénio
dissolvido no processo, influenciando diretamente no crescimento do microrganismo e
na producdo da enzima. Os experimentos foram conduzidos variando a agitacdo em
450, 600 e 750 rpm a uma aeracao constante de 0,75 vvm. As condicbes 6timas
obtidas de temperatura, agitacdo e aeragao, para a producido de B-manase foram
600 rpm e 0,75 vvm, respectivamente.

Nesse estudo, os autores verificaram que a agitagdo de 450 rpm foi
considerada baixa fazendo com que o fornecimento de oxigénio fosse insuficiente para
o desenvolvimento do microrganismo e, conseqlientemente, da enzima. Ja uma
agitacao mais elevada (600 rpm) aumentou a quantidade de oxigénio dissolvido, bem
como a dispersao dos nutrientes que compdem o meio de cultura, 0 que proporcionou
um maior contato entre substrato e microrganismo e um aumento na producao da
biomassa e da enzima. Entretanto, a estabilidade da enzima foi afetada pela elevacao
da velocidade de agitacado (700 rpm) provocando aquecimento no meio de cultivo e,
consequentemente, prejudicando o processo fermentativo.

Belem & Lee (1998a), estudando a influéncia da aeracdo na producao de
oligonucleotideos por Kluyveromyces marxianus, observaram que houve um aumento
de rendimento e biomassa com o aumento da aeracdo. O mesmo foi verificado por
Milner et al. (1996) na producao de a-amilase de Bacillus amyloliquefaciens, utilizando
800 rpme 1,7 vwm.

Barberis & Segovia (1997), estudando a producdo de [-galactosidase de
Kluyveromyces fragilis, em reator nas condicdes de 30°C, 800 rpm e 3,0 vvm,
verificaram que a enzima foi influenciada pela aeragédo do meio. O microrganismo foi
consumindo o substrato e utilizando o oxigénio dissolvido no meio fazendo com que

houvesse uma maior produgéo enzimatica.

2.6. Imobilizacao enzimatica

As enzimas sdo moléculas de proteinas complexas que agem como
catalisadores em reacdes bioquimicas e, ao contrario da maioria dos catalisadores
inorganicos, enzimas sao geralmente solUveis e instaveis e, conseqlientemente, so
podem ser utilizadas uma vez quando em solugdes livres (MESSING, 1975).

A utilizagdo de enzimas imobilizadas como catalisadores de processo vem
justamente tentar reduzir ou, até mesmo eliminar os entraves que limitam o emprego

de enzimas soluveis em aplicacbes industriais, tais como instabilidade operacional,
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custos e dificuldade de recuperacao para a reutilizacdo apds o término do processo
catalitico (REGULY, 2000).

Imobilizagao € a técnica que confina uma enzima com atividade catalitica
de interesse em um sistema, prevenindo assim sua migracao para 0 meio onde se
encontram o substrato e o produto, de forma que a enzima encontre-se fisica ou
quimicamente associada a um suporte ou a uma matriz. As enzimas em solugao se
comportam como outro soluto qualquer, tendo total liberdade de movimento, mas
quando imobilizadas sua liberdade é altamente restringida (BICKERSTAFF, 1997;
ROSEVEAR, 1984).

O sucesso da utilizagdo industrial de enzimas imobilizadas depende
diretamente da sua atividade inicial e estabilidade. A vantagem dos processos com
enzimas imobilizadas quando comparados a processos com enzimas livres, é a
reutilizacdo deste catalisador, o que minimiza 0s custos com a enzima e custos
operacionais. Desta forma, a imobilizagdo vem, em muitos casos, atuar como solucao
e possivel aplicacdo em larga escala. Uma vez imobilizada, cria-se a possibilidade de
uso continuo (Van-BELIEN & LI, 2002; ARROYO, 1998; ROYER, 1980; DIXON &
WEBB, 1979; MESSING, 1975).

Além disso, segundo Dalla-Vecchia et al. (2004), o interesse na
imobilizagdo enzimatica é obter um biocatalisador com atividade e estabilidade que
nao sejam afetadas durante o processo, quando comparada a sua forma livre, sendo
que a imobilizacao pode aumentar ou diminuir a estabilidade da enzima.

Outro fator relevante para a utilizacdo de enzimas imobilizadas é que se
estabelece um maior controle sobre o processo, pois torna-se possivel parar a reacéao
quando necessario alterando algum parametro de reacao ou fechando-se a vazao do
biorreator. O emprego de enzima livre acarreta a inevitavel presenga do biocatalisador
como parte integrante do meio, caso ndao houver uma etapa de separagao da enzima
(SANGEETHA et al., 2005).

De acordo com Bickerstaff (1997), a escolha do suporte para a
imobilizagdo deve considerar as seguintes caracteristicas: estabilidade frente aos
parametros de processo e ataque microbiano; funcionalidade quimica; durabilidade e
capacidade de reutilizagao; compatibilidade aceitavel com a enzima e substrato; custo

e facilidade de manuseio.
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2.6.1. Métodos de imobilizacao enzimatica

Sabe-se que ndo existem técnicas universais ou totalmente eficientes, mas

sim uma gama de possibilidades e aplicacdes. Baseando-se em Hartmeier (1998),
Bickerstaff (1997), Faber (1997), Wiseman (1991), Rosevear (1984) e Royer (1980), os

métodos de imobilizacdo apresentam o mesmo propdsito: reter altas concentracdes de

enzimas, sendo divididos em retengao fisica, unido quimica e métodos combinados.

2.6.1.1. Retencao fisica

Inclusdo em gel: as enzimas sado incluidas em cavidades interiores ou em
malhas de um polimero sintético ou polissacarideo, formando uma estrutura
rigida suficiente para prevenir perda da enzima como, também, para permitir o
livre movimento do substrato no interior do gel. O entrelacamento pode ser
efetuado misturando o biocatalisador com um polimero, submetendo esta
mistura a cations polivalentes em uma reagédo de troca idnica, formando uma
malha polimérica com o biocatalisador no interior dos espacos vazios. Como
exemplos: géis de colageno, agar, alginato e fibras;

Encapsulamento: as enzimas sio rodeadas e separadas do meio de reacéo
através de membranas, sendo permeaveis apenas ao substrato e ao produto.
Este método consiste na preparagdo de um sistema emulsionado, onde a
enzima fica aprisionada no interior de micelas ou ainda através de uma
membrana fibrosa semipermedavel. Problemas relacionados com difusdo séo
maiores neste processo, podendo até ocorrer ruptura da membrana se houver

acumulo de produto. Como exemplo: nylon, silica e nitrato de celulose.

2.6.1.2. Uniao quimica

Adsorcao: é um método simples que envolve interagdes quimicas fracas entre
a enzima e a superficie do suporte. Neste caso, as forgcas envolvidas
geralmente sao eletrostaticas como forca de Van der Waals e pontes de
hidrogénio. Apesar dessas ligacbes serem muito fracas, sao suficiente grandes
em namero para garantir razoaveis ligagbes. Como vantagem deste método
temos a simplicidade, o baixo custo e a rapidez; como desvantagens, a
possibilidade de perda do biocatalisador em funcdo da dessorcao da enzima
como resultado de ligacdes do substrato, contaminantes ou produtos de reacao

com o suporte. Como exemplo: carvao, hidroxido de aluminio;
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e Ligacao covalente: este método envolve a formagao de uma ligagao covalente
entre a enzima e o suporte, sendo mais estaveis que as citadas nas técnicas
de adsorcdo. As ligacbes sdo normalmente formadas entre os grupos
funcionais presentes na superficie do suporte e grupos pertencentes a residuos
de aminodacidos da superficie da enzima. Inicialmente os grupos funcionais do
suporte sdo ativados por algum reagente e posteriormente procede-se com a
adicdo da enzima para promover a ligacdo covalente. Dentre os materiais
utilizados como suporte temos: celulose, dextrana, amido, agarose, zircénio e

niébio;

e Crosslinking: ocorre formagédo de unides intermoleculares entre a enzima e
um segundo composto, gerando ligagdes irreversiveis, mas sem a necessidade
de um suporte para formar a estrutura. Porém, o uso do crosslinking pode
causar alteracbes conformacionais como o impedimento dos sitios ativos.

Como exemplo: glutaraldeido.

2.6.1.3. Métodos combinados

No caso de um Unico método ainda nao apresentar estabilidade suficiente,
pode-se aplicar métodos em seqiiéncia como crosslinking da enzima seguido da
imobilizacdo ou o crosslinking da enzima ja imobilizada. Por exemplo: quitosana e
glutaraldeido.

A Figura 1 apresenta alguns exemplos de imobilizagao enzimatica.

8

a)
Figura 1: Representacao de algumas formas de imobilizagcdo enzimatica:
a) ligacao covalente, b) fibra, c) crosslinking, d) inclusédo em gel,

e) forca i6nica, f) encapsulamento.
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Segundo Arroyo (1998), quanto mais complexo e de maior custo for o
meétodo escolhido, mais duradouros e estiveis serdo os sistemas obtidos.
WISEMAN (1991) afirma que os métodos que envolvem forcas de ligacdo sdo mais
fracos que os de forga quimica. A eficiéncia do processo podera ser comprometida
caso a afinidade do suporte com a enzima nao for estavel o suficiente, causando
perda da enzima ao longo do processo; ou, também, se a afinidade da enzima com o
suporte for maior que com o substrato (LASKIN, 1985).

De acordo com Cabral et al. (1983), cada método de imobilizacdo possui
limitacdes especificas e aplicagbes particulares. Desta forma, na escolha é importante
considerar a facilidade de preparo, o custo, a atividade e a estabilidade da enzima
imobilizada.

A hidrélise enzimatica da lactose pode ser realizada tanto por enzimas
livres como por imobilizadas. A utilizacdo da enzima p-galactosidase livre e
imobilizada, tem recebido bastante atencdo em industrias alimenticias para hidrolisar a
lactose (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985). B-galactosidase em solugdo podem ser
utilizadas na hidrélise da lactose. Consideragdes adicionais indicam que o uso desta
enzima imobilizada aplicada na hidrélise da lactose presente no soro é
economicamente praticavel, apesar do custo da enzima e do processo de imobilizacao
(GIACOMINI et al., 1998).

O alginato é extraido de algas marrons como Laminaria digiata e
Macrocystis pyrifera. E um polissacarideo altamente degradavel quando aquecido por
tempo prolongado. Sua viscosidade aumenta a pH abaixo de 4,0 e, também, pela
presenca de ions cation, como os quais pode formar géis (HEO et al., 2000; BOBBIO
& BOBBIO, 1992).

O entrelacamento em alginato de calcio € um método rapido, atéxico, de
facil reprodutibilidade e de baixo custo. Na presenca de cations monovalentes o
alginato forma sais em agua, mas na presenca de cations polivalentes como Ca*,
Ba*™, Sr* é formado um polimero inerte através de reacdo de troca iénica, formando
uma malha polimérica com o biocatalisador no interior dos espacos vazios,
propriedade esta usada para a inclusdo de enzimas na matriz do alginato (STAMATIS
etal., 2006; BICKERSTAFF, 1997).



CAPiTULO Il 17

2.7. Caracterizacao de enzimas

O estudo da estabilidade enzimatica € um aspecto importante a ser
considerado em processos biotecnolégicos, pois pode promover informacdes sobre a
estrutura das enzimas e facilitar o seu manuseio em reatores, além da possibilidade de
contribuir com a viabilidade econémica de processos e de facil utilizacdo
industrialmente. A estabilidade pode ser influenciada por fatores ambientais como
temperatura, pH, agitacao, aeragdo, meio de cultura, entre outros que podem afetar a
estrutura da enzima (JURADO et al., 2004).

Segundo Santos (2002), enzimas imobilizadas apresentam diferencas
quando comparadas as enzimas livres, podendo estas serem observadas nas suas
propriedades apds o0 processo de imobilizagcdo, tais como: atividade enzimdtica e
estabilidade enzimética. Por esse motivo o estudo da caracterizagao de enzimas, tanto
imobilizadas como livres é de grande valia para conhecer quais sdo as vantagens e
desvantagens da utilizacdo de cada uma delas em processos enzimaticos.

A temperatura e o pH operacional é a caracteristica que define a aplicacao
de uma dada lactase, pois controla a atividade e influencia na estabilidade enzimatica
(GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985). Diante disso, torna-se interessante o conhecimento
se essas propriedades sofrem alteracdo quando se utiliza a enzima imobilizada.

O pH e a temperatura 6timos diferem de acordo com a fonte da enzima
extraida. Técnicas de imobilizacdo de enzimas também podem afetar estes étimos. As
propriedades 6timas da lactase dependem da fonte de origem, fazendo com que cada
uma apresente uma aplicacdo especifica. Em geral, lactases de mofos apresentam um
pH 6timo em torno de 2,5 - 4,5; as de bactérias, 6,5 - 7,5; e, as oriundas de leveduras,
6,0 - 7,0 (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985).

Segundo Klibanov (1979), para a producdo de produtos em largas
quantidades industriais, as enzimas deveriam ser imobilizadas para serem utilizadas
em reatores. A estabilidade da enzima pode ser também drasticamente melhorada
mediante adequadas técnicas de imobilizacdo. No caso da B-galactosidase, alguns
procedimentos de imobilizacdo vém sendo estudados, como: interagdo ibnica,
adsorcao, afinidade, ligacao covalente.

O comportamento cinético de enzimas imobilizadas comparado com o
apresentado por enzimas na forma livre pode ser muito diferente, devido aos efeitos
conformacionais. A imobilizagdo de enzimas é muito interessante para o
desenvolvimento de processos enzimaticos industriais para a compreensdao e a

caracterizagao do comportamento cinético enzimatico (LADERO et al., 2000).
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Esses mesmos autores estudando a estabilidade térmica da
B-galactosidase, proveniente de Kluyveromyces fragilis, livre e imobilizada, na hidrélise
da lactose, observaram que a enzima imobilizada apresentou-se mais estavel a 40 °C.
Além disso, a enzima apresentou-se ativa a 5°C, podendo a vir a ser aplicada na
producao de produtos lacteos resfriados com a finalidade de evitar a cristalizagéo e,
também, aumentar a digestibilidade e sabor.

Zhou & Dong (2001) realizaram a caracterizagdo da enzima
B-galactosidase livre e imobilizada, proveniente de Kluyveromyces lactis, utilizando
glutaraldeido. Nesses estudos, eles verificaram que a imobilizagdo aumentou a
estabilidade da enzima.

Banerjee et al. (1985), estudando a imobilizacdo de [-galactosidase
proveniente de Saccharomyces anamensis, obtiveram como dados étimos 4,5 e 26 °C,
para pH e temperatura, respectivamente, e constataram que a imobilizagao nao afetou
os valores 6timos de pH e temperatura. Os valores de K, da enzima livre e imobilizada
foram 102 mM e 148 mM, respectivamente.

Tanriseven & Dogan (2002), estudando a imobilizagdo de B-galactosidase
proveniente de Aspergillus oryzae, observaram que as condi¢des étimas desta enzima
nao foram afetadas pela imobilizacdo, obtendo os mesmos valores 6timos de pH e
temperatura, 4,5 e 50°C, respectivamente. Entretanto, a -galactosidase imobilizada
mostrou-se mais estavel em valores elevados de temperatura, pois a 70°C ainda
apresentava atividade, enquanto que a enzima na forma livre havia desnaturado.

Segundo Santos (2002), a escolha da enzima na forma sollvel ou
imobilizada depende de uma avaliacao econémica do processo, onde as vantagens e
desvantagens devem ser analisadas de forma quantitativa, com o estudo sobre a
cinética e estabilidade das enzimas sob as duas formas, levando em consideracao os

custos envolvidos no processo.

2.8. Consideracoes finais

Conforme observado na revisdo bibliografica, existe um interesse na
obtengdo da enzima B-galactosidase, devido a sua importancia industrial, bem como
na obtencdo de galactooligossacarideos. Desta forma, torna-se de fundamental
importancia ter estabelecidos as condicoes para a producdo desta enzima, como as
condicdes de agitacdo e aeracdo, bem como temperatura, pH e concentracdo dos
componentes do meio de cultura. No entanto, dentre a literatura pesquisada, foi
observada a falta de artigos que empreguem a metodologia do Planejamento
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Experimental para a definicdo das variaveis estudadas. Além disso, o estudo da
caracterizagdo de enzimas nas formas livre e imobilizada vem a ser um aspecto
importante a ser considerado em processos biotecnoldgicos, promovendo assim um
maior conhecimento das propriedades da B-galactosidase, além de obter informacdes
com relacdo as vantagens e desvantagens da utilizagado de cada uma dessas formas

enzimaticas.
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RESUMO

A B-galactosidase é uma enzima classificada como hidrolase, sendo responsavel por
catalisar a hidrélise da lactose em glicose e galactose, dois monossacarideos que
apresentam uma maior docura, além de serem mais digeriveis, e mais facilmente
absorvidos pelo intestino. Esta enzima apresenta grande importancia tanto no campo
da medicina, no tratamento da intolerancia a lactose, como na tecnologia de alimentos
prevenindo a cristalizagdo da lactose, sendo assim uma enzima promissora do ponto
de vista industrial. Este trabalho teve como objetivo estudar a influéncia das variaveis,
agitacdo e aeragdo, na produgdo da enzima [-galactosidase proveniente de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 em cultura submersa em fermentador Biostat B
de 2 L. Foi realizado um planejamento experimental 22 (4 ensaios e 3 pontos centrais)
para avaliar o efeito da agitagdo e da aeracdo na atividade enzimatica e na
produtividade. As condi¢des estudadas foram: 200; 350; 500 rom e 0,5; 1,0; 1,5 vvm,
respectivamente. Ao longo de cada ensaio foi realizado o acompanhamento da
atividade enzimatica, biomassa, acucares, oxigénio dissolvido, etanol e pH. De acordo
com os resultados obtidos, a condigado mais favoravel a produgao de B-galactosidase
de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 em fermentador foi 500 rpm e 1,5 vwm para a
agitacdo e aeracdo, respectivamente, obtendo uma produtividade de 1,2 U.mL".h",

uma atividade de 17 U.mL" e uma concentragéo celular de 11 mg.mL" em 14 h.

Palavras-chave: aeragao, agitacéo, fermentacao, planejamento experimental.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo da B-galactosidase em produtos industriais derivados do leite é
uma das promissoras aplicagbes de enzimas no processamento de alimentos
(LADERO et al., 2000), tal importancia esta na sua aplicagdo em industrias de
laticinios, pois esta enzima hidrolisa a lactose, carboidrato caracteristico do leite, em
seus monossacarideos, glicose e galactose, obtendo assim, alimentos com baixo teor
de lactose, melhorando a solubilidade e digestibilidade do leite e derivados lacteos,
ideais para consumidores intolerantes a esse dissacarideo (JURADO et al., 2002).

O estudo das condigbes operacionais como temperatura, pH, agitacéo e
aeragao exercem papel importante para estabelecer as condicdes de crescimento do
microrganismo e posterior sintese enzimatica (FENG et al., 2003; MILNER et al.,
1996).

O fornecimento de oxigénio aos meios fermentativos é um fator decisivo
no crescimento dos microrganismos aerébios ou facultativos, pois a eficiéncia da
aeracao depende da solubilizacdo do oxigénio e da capacidade do biorreator para
satisfazer a demanda de oxigénio da populagdo microbiana (GALACTION et al., 2004).

De acordo com Giavasis et al. (2006), a agitacdo controla a transferéncia
de nutriente e a distribuicdo de oxigénio, enquanto que a aeragdo determina a
oxigenagao da cultura e, também, contribui para aumentar a mistura dos nutrientes do
meio de cultura, especialmente onde as taxas de agitacdo mecanica sao baixas.

O aumento da demanda industrial de [B-galactosidase resulta na
necessidade de métodos de producdo que assegurem a viabilidade econémica da
hidrélise de lactose (NOR et al, 2001). Na producdo de B-galactosidase é de
fundamental importancia o estudo das condicdes do processo visando obter um
produto de elevada atividade enzimatica. Dentro deste contexto, além do meio de
cultura, também é importante ter bem definida as condicées de agitacdo e aeracao
para o crescimento da levedura e produgdo da B-galactosidase (PINHEIRO et al.,
2003).

No presente trabalho a agitacdo e a aeracdo foram estudadas a fim de
verificar a influéncia dessas variaveis na produg¢éo de B-galactosidase proveniente de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082, por fermentagdo submersa em fermentador de
bancada, através da técnica de planejamento experimental.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado para produzir a enzima B-galactosidase foi a
levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082, gentilmente cedida pelo Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos da FEA/UNICAMP e previamente selecionada por
Manera et al. (2008). A cultura foi mantida a -18°C, em tubos de ensaio contendo
glicerol, conforme Pinheiro et al. (2003).

2.2. Inéculo

O inéculo, acrescido de 10% v/v do microrganismo em glicerol, foi
preparado em meio de cultura conforme Pinheiro et al. (2003). As condic¢des de cultivo
foram 30°C, 180 rpm por 14 h, em incubadora rotativa (MARQUEZ et al., 2003;
PINHEIRO et al., 2003).

2.3. Fermentacao

A enzima foi produzida por fermentagcdo submersa contendo meio de
cultura otimizado por Manera et al. (2008), acrescido de 10% v/v de in6culo. As
fermentagbes foram conduzidas em Fermentador Biostat B de 2 L (B. Braun Biotech
International) com um volume util de 1,5 L, temperatura mantida a 30°C, pH ajustado
para 6,0 e, ndo mais controlado durante o processo.

Durante as fermentagées, em intervalos de tempo pré-determinados, foram
realizadas as leituras de pH e oxigénio dissolvido e retiradas amostras para

acompanhamento de biomassa, acucares, etanol e atividade enzimatica.

2.4. Extracao da enzima

Para obtencdo da enzima B-galactosidase intracelular, as células de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foram rompidas pelo uso conjugado de ondas
ultrassoénicas e abrasao por pérolas de vidro, conforme proposto por Medeiros et al.
(2008).

2.5. Determinacao dos parametros cinéticos do processo

Os parametros cinéticos foram calculados para os pontos em que se
obteve maxima producao enzimatica, sendo, portanto, consideradas para o calculo as
concentracbes no respectivo tempo do processo e tendo como referéncia as

concentracdes no inicio da fermentacdo. As Equacdes 1 a 3 foram utilizadas para o
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célculo dos fatores de conversdo maxima: substrato em célula (Yxs), célula em

produto (Y px) € substrato em produto (Ypss), respectivamente.

Yys = ()S(:)S(')) (Equacao 1)
X=X

Yex = ((P—P.I)) (Equagéo 2)
S-S,

Yo = ((P—P.I)) (Equacéo 3)

A produtividade méaxima foi calculada como sendo a relagdo entre as
atividades enzimaticas maxima e inicial alcangcada em cada ensaio e o seu respectivo

tempo; conforme a Equacgéao 4.

Atividade
t

— Atividade
-t

maxima

Prod , ima :[ inicial J (Equagéo 4)

atividade maxima atividade inicial
2.6. Determinacao do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

O coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K.a) foi
determinado, em duplicata, pelo método do borbulhamento, para cada combinagéo de
agitacao e aeracgao referentes ao planejamento experimental, conforme GALACTION
et al. (2004).

Supondo a transferéncia de massa em duas fases, a seguinte deducao foi
utilizada na determinagcdo do K,a (Equagbes 5 a 8). Onde, C, e C* sdo as
concentracdes de oxigénio no meio e de saturacao de oxigénio do meio em equilibrio

com o ar, respectivamente.

%ﬂ&a-(@ -C,) (Equagéo 5)
C dC t

; =|K_ a.dt (Equagao 6)
le—crie
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—In[CCTCj:KLa.t (Equacéo 7)
Fazendo:
OD:C'1,00
C
Temos:
KLa.t:—In(%j (Equacao 8)

2.7. Planejamento experimental

A influéncia da agitagao e da aeragédo na producdo da B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foi avaliada através de um planejamento
experimental 22 (4 ensaios e 3 pontos centrais). As faixas estudadas no planejamento
foram selecionadas de acordo com a literatura e estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1: Matriz do Planejamento Experimental com variaveis reais e codificadas.

Ensaio Agitacao (rpm) Aeracao (vvm)
1 -1 (200) -1 (0,5)
2 +1 (500) -1 (0,5)
3 -1 (200) +1(1,5)
4 +1 (500) +1(1,5)
5 0 (350) 0(1,0)
6 0 (350) 0(1,0)
7 0 (350) 0(1,0)

2.7.1. Validacao do planejamento experimental

Para validar o planejamento experimental, foram realizadas fermentagdes
em duplicata com a melhor condicdo estudada. Para avaliar o comportamento cinético
do processo, foi realizado o acompanhamento da biomassa, acucares, pH, oxigénio

dissolvido, etanol e atividade enzimatica.
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2.8. Métodos analiticos

2.8.1. Determinacao da biomassa

A concentragdao de célula foi medida por densidade 6tica a 620 nm, e
convertida para gramas de célula seca por litro conforme curva padréao (RECH et al.,
1999).

2.8.2. Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da  B-galactosidase foi determinada  usando
o-nitrofenil—B-D-galactopiranosideo (ONPG) como substrato segundo Inchaurrondo et
al. (1994).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1umol de o-nitrofenol por minuto, sob as condi¢des do

ensaio.

2.8.3. Determinacao de acucares e etanol

As concentragbes de lactose, glicose, galactose e etanol foram
determinadas através de analises em HPLC modelo Varian 9010. Para isso foi
utilizada uma coluna cromatografica de marca Bio Rad modelo HPX 87H climatizada
na temperatura de 30°C. Como eluente utilizou-se uma solucéo de acido sulfdrico pH
1,4 com um fluxo de 0,70 mL.min™"

2.8.4. Determinacéo do pH

O pH foi medido através de eletrodo acoplado no préprio fermentador.

2.8.5. Determinacao do oxigénio dissolvido

O oxigénio dissolvido foi determinado através de um eletrodo polarografico
no préprio fermentador Biostat B.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Acompanhamento das fermentacdes

Através do planejamento experimental foi possivel estudar a influéncia da
agitacdo e da aeracdo na producdo da B-galactosidase, bem como realizar o
acompanhamento das fermentagbes realizadas no fermentador Biostat B apresentado
na Figura 1.
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Figura 1: Fermentador Biostat B utilizado nas fermentagdes do planejamento

experimental.

A Figura 2 apresenta 0 acompanhamento da produgéo da -galactosidase
de Kluyveromyces marxianus CCT 7082, envolvendo pH, oxigénio dissolvido,
producdo de biomassa, atividade enzimatica, consumo de lactose, produgdo de

glicose, galactose e etanol, durante as fermentagdes realizadas no fermentador
Biostat B.
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Figura 2: Acompanhamento de producao da B-galactosidase: pH, producéo de

lactose e oxigénio dissolvido.

biomassa, de atividade enzimatica, de glicose, de galactose e de etanol e consumo de
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Pela andlise da Figura 2 pode-se verificar que todas as fermentacoes
apresentaram comportamento semelhante, evidenciado pelo consumo de substrato,
aumento da concentracdo de biomassa e da producdo enzimatica. Apesar dessa
semelhanga no crescimento, as concentragbes celulares e atividade enzimatica
maximas obtidas diferiram para cada condicdo estudada, atingindo valores de 1,9 a
10,5 mg.mL" e de 3,2 a 14,7 U.mL", respectivamente.

A maxima producdo da biomassa e a queda no pH acompanharam o
consumo da lactose até o esgotamento, sendo que os picos de atividade enzimatica
para os ensaios referentes aos pontos centrais (ensaios 5, 6 €7) coincidiram com o
inicio da fase estacionaria as 16 h, e para os demais ensaios (1, 2, 3 e 4) ocorreram
ao final da fase exponencial de crescimento, as 14 h.

As fermentagbes foram iniciadas com um pH no valor de 6,0 e ndo mais
controlada durante todo o experimento. Os resultados mostraram que n&o ocorreu
variagao expressiva no pH (6,0 — 5,0). Para Schneider et al. (2001), quando o sistema
esta submetido a condicdes insuficientes de agitagdo, ocorre abaixamento do pH em
funcéo do acumulo de CO.. Em fermentacbes conduzidas em condi¢des superiores as
estudadas poderia ocorrer uma maior liberacdo de CO,, proveniente do metabolismo
do microrganismo € o pH nao reduziria.

O comportamento do crescimento microbiano apresentou-se bem
caracteristico para os diferentes ensaios, pois apds a inoculagao, teve-se a fase de
adaptacao do microrganismo ao meio de cultura, que coincidiu com o consumo lento
de oxigénio dissolvido e lactose até as 2 h para o ensaio 1 e até 4 h para os demais
ensaios. Resultado semelhante foi verificado por Cortés et al. (2005), durante a
producao de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus. Em seguida, comegou o
incremento da biomassa até niveis constantes e esgotamento da lactose.

Longhi et al. (2004) estudando o acompanhamento de cultura de
Kluyveromyces marxianus observaram que a concentracdo de oxigénio dissolvido
permaneceu zerada por aproximadamente 10 h, enquanto que a concentragao celular
manteve-se constante; ap6s esse intervalo a concentracdo de oxigénio dissolvido
voltou a subir. Comportamento semelhante ao observado por estes autores foi
verificado no presente trabalho; entretanto ndo foi possivel observar a elevacao da
concentracdo de oxigénio dissolvido, pois os experimentos foram interrompidos em
24 h, visto que ja havia ocorrido o pico de atividade de B-galactosidase.

Segundo Pinheiro et al. (2000), quando a concentracao de lactose é baixa,

a levedura Kluyveromyces marxianus metaboliza o substrato restante completamente,
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produzindo biomassa e etanol; sendo que no presente trabalho, s6 foi detectado etanol
apds 16 horas de fermentacédo, quando a atividade enzimatica comecou a diminuir
para todos 0s ensaios e a concentracao celular permaneceu constante até o final dos
experimentos. Além disso, 0 microrganismo ao invés de comecar a consumir 0S
produtos da hidrélise da lactose, pode ter feito uso de alguns compostos que foram
sendo produzidos durante o processo fermentativo, como galactooligossacarideos,
fazendo com que as concentragbes de glicose e galactose permanecessem
constantes e ocorresse a producédo de etanol (aproximadamente 0,2 g.L™") nos ensaios
com maior agitacdo (500 rpm). Tal suposicao torna-se pertinente em funcédo que a
hidrélise da lactose pela enzima PB-galactosidase pode formar estes compostos
(BOON, et al., 2000; RUSTON et al, 1998); ou, ainda que em virtude da produgao de
etanol ter sido tdo baixa, ndo conseguiu-se detectar variagdo nas concentracdes de
glicose e galactose, como pode ser observado na Figura 2.

Barberis & Segovia (1997), estudando a producdo de [-galactosidase de
Kluyveromyces fragilis, a 30 °C, 800 rpm e 3,0 vvm em batelada, batelada com controle
de oxigénio dissolvido e batelada alimentada com controle de oxigénio dissolvido
obtiveram concentragbes de etanol de 4,00; 0,94 e 0,20 g.L", respectivamente. No
presente trabalho, somente em batelada simples e sem controle de oxigénio dissolvido
foi possivel obter apenas 0,20 g.L' de etanol, o que sugere ser um excelente
resultado; enquanto que os autores citados, para atingir uma baixa concentracdo de
etanol foi preciso trabalhar em batelada alimentada e com controle de oxigénio.

A concentragdo de oxigénio dissolvido comecou a sofrer um decréscimo a
partir das 2 - 4 h do processo fermentativo, correspondendo ao inicio do incremento de
biomassa. Durante a fase de crescimento logaritmico, o oxigénio comecou a ser
consumido mais rapidamente.

Segundo Bandaiphet & Prasertsan (2006), estudando a producao de um
exopolissacarideo, verificaram que o aumento da concentragdo celular provocou um
aumento da viscosidade do meio de cultivo, provocando uma diminuicdo da
turbuléncia e do oxigénio dissolvido em fungéo da elevada resisténcia de transferéncia
de oxigénio; como foi observado no presente trabalho nos ensaios 2 e 4, onde foram
obtidas concentracéo celular maximas em torno de 10,5 mg.mL".

De acordo com os mesmos autores, a taxa do suprimento de oxigénio
dissolvido deve ser pelo menos igual a taxa da demanda de oxigénio. Nos ensaios 1 e
3 onde foram utilizadas menores taxas de agitacao (200 rpm), foi possivel observar

que o fornecimento de oxigénio no meio fermentativo ndo correspondeu a demanda
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celular, fazendo com que este fosse um fator limitante no processo, pois proporcionou
baixa produgao de biomassa o que originou menores valores de atividade enzimatica.

Goodhue et al. (1986) citam que, mesmo em fermentadores eficientemente
aerados, a concentracdo de oxigénio dissolvido pode ser levada a zero por um cultivo
em crescimento rapido, como o observado, neste trabalho, no ensaio 4, cuja condicao
foi a melhor obtida para a produgcédo de B-galactosidase (1,5 vvm e 500 rpm), pois a
quantidade de oxigénio dissolvido nao foi suficiente para atender a demanda da
concentracao celular, atingindo 10,5 mg.mL™.

Para Feng et al. (2003) uma agitacao baixa faz com que o fornecimento de
oxigénio seja insuficiente para o0 desenvolvimento do microrganismo e,
consequentemente, da enzima. Ja, uma agitacdo elevada aumenta quantidade de
oxigénio dissolvido, bem como a dispersao dos nutrientes que compdem o meio de
cultura, o que proporciona um maior contato entre substrato e microrganismo,
proporcionando um aumento do crescimento da biomassa e uma maior produgao da
enzima; como foi verificado no presente trabalho quando foi utilizada agitacdo de
500 rpm (ensaios 2 e 4), atingindo 11,4 e 14,7 U.mL"' para a atividade enzimética e
aproximadamente 10,5 mg.mL"' para a biomassa, respectivamente para esses
ensaios.

Os melhores resultados foram obtidos com maior agitacdo, no entanto,
segundo Silva-Santisteban & Maugeri (2005), e Schneider et al. (2001) estudando
cultura de Kluyveromyces marxianus, verificaram que um aumento na velocidade de
agitacdo pode acarretar uma queda brusca na concentracdo celular, apesar do
incremento na transferéncia de oxigénio, devido ao efeito de cisalhamento, sugerindo
a importancia de um estudo a cerca da viabilidade celular durante o processo
fermentativo.

Apesar da produgcdo volumétrica de [-galactosidase ter variado
quantitativamente de acordo com cada condigao estudada, a atividade especifica (por
mg de biomassa) mostrou-se semelhante em quase todas as fermentagbes, como
pode ser visualizado na Tabela 2, pois seguiu a produgédo celular, uma vez que o
aumento de biomassa proporcionou maior atividade volumétrica, evidenciando que as
diferentes condicbes estudadas de agitacdo e aeracdo exerceram influéncia na
producdo de biomassa e atividade enzimatica volumétrica (U.mL"), e ndo em termos

de atividade especifica (U.mg™).
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Tabela 2: Valores de atividade especifica de B-galactosidase para as condigbes do

planejamento experimental 2°.

Agitacao Aeracao Atividade especifica
Ensaios .
(rpm) (vvm) (U.mg™)
1 -1 (200) -1 (0,5) 3,6
2 1 (500) -1 (0,5) 1,9
3 -1 (200) +1(1,5) 1,7
4 +1 (500) +1(1,5) 1.7
5 0 (350) 0 (1,0) 1,8
6 0 (350) 0 (1,0) 1,6
7 0 (350) 0 (1,0) 1,7

Os ensaios 1, 2, 3 e 4 foram 0s que apresentaram seus picos de maxima
atividade no mesmo tempo de fermentacao (14 horas); sendo que os ensaios 2 e 4
apresentaram maiores valores de atividade de B-galactosidase (11,4 e 14,7 U.mL,
respectivamente), enquanto que os ensaios 1 e 3 foram menos eficientes alcancando
apenas 4,7 e 3,2 U.mL", respectivamente. J4 nos demais ensaios (5, 6 e 7),
referentes aos pontos centrais do planejamento, os picos de atividade foram nas
16 horas de fermentac&o, apresentando valor médio de 7,6 U.mL™.

Pode-se verificar que nos ensaios onde utilizou-se valores mais elevados
de agitagdo, obteve-se concentracoes celulares mais elevadas e maior atividade

volumétrica.

3.2. Avaliacao dos parametros cinéticos do processo fermentativo

Com base nas curvas cinéticas apresentadas no acompanhamento das
fermentacbes (Figura 2) avaliou-se a eficiéncia do processo de producdo de
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082. Para isto, através dos
pontos em que se obteve atividade enzimatica maxima, foram calculados os fatores de
conversao substrato em célula (Yys), célula em produto (Ypx) e substrato em produto
(Ypss), que se encontram na Tabela 3.
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Tabela 3: Fatores de conversao obtidos no ponto de maxima atividade enzimatica.

Ensa|o YX/S YP/X YP/S
(g célula. g substrato™) (U.mg célula™) (U. g substrato™)
1 0,07 0,26 0,26
2 0,30 0,51 0,58
3 0,07 0,54 0,12
4 0,35 0,53 0,65
5 0,16 0,55 0,29
6 0,17 0,51 0,28
7 0,19 0,59 0,32

Pelo esbocado na Tabela 3, é possivel observar que os fatores de
conversao de substrato em célula, célula em produto e substrato em produto variam
de 0,07 a 0,35 g célula. g substrato’, 0,26 a 0,59 U.mg célula’ e 0,12 a
0,65 U. g substrato™, respectivamente.

Os resultados de fatores de conversdo variaram entre 0s ensaios em
funcéo das condigbes que cada um deles foi operado; obtendo, consumos diferentes
de substratos que acarretou producoes diferentes de biomassa e de enzima.

Como o ensaio 4 foi aguele em que obteve maiores concentragao celular
e de atividade enzimatica, obteve-se um Yxs (0,35 g célula. g substrato™) mais
elevado que os demais, ou seja, este foi 0 ensaio em que se obteve uma maior
conversao de substrato em biomassa; como também ocorreu quando se analisou a
conversao de substrato em produto (Yps), obtendo 0,65 U. g substrato™.

Analisando os fatores de conversdo célula em produto (Yex), pode-se
verificar que os valores mantiveram-se praticamente constante para todos os ensaios,
com excecdo de ensaio 1 que apresentou um menor valor (0,26 U™'.mg célula), pois a
agitacdo e a aeracgao influenciaram apenas na producdao de biomassa e atividade
enzimética volumétrica, e ndo em termos de atividade especifica (U.mg™).

Com relagdo ao fator de conversdao substrato em biomassa (Yys),
resultados similares ao encontrado no presente trabalho, no Ensaio 4, foram obtidos
por Rech & Ayub (2007) e Lukondeh et al. (2005), ao estudarem a producdo de
B-galactosidase em cultura de Kluyveromyces marxianus em bioreator, obtendo os
respectivos valores 0,4 e 0,38 g célula. g substrato™.
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3.3. Estudo do coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio

Através do método do borbulhamento e pelas Equacbées 3 a 6 foram
determinados os valores de coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (K_a)
para as diferentes condigcbes realizadas no planejamento experimental, que
encontram-se na Tabela 4, juntamente com os valores obtidos para a atividade
enzimatica e produtividade do processo.

Tabela 4: Valores de produtividade e K a para as condi¢cdes do planejamento

experimental 22,

Agitacao Aeracao Atividade Produtividade K.a
Ensaios

(rpm) (vvm) (U.mL") (U.mL".n") (h)

1 -1 (200) -1 (0,5) 4,7 0,39 48,8

2 1 (500) -1 (0,5) 11,4 0,82 79,8

3 -1 (200) +1(1,5) 3,2 0,23 61,4

4 +1 (500) +1(1,5) 14,7 1,05 167,2

5 0 (350) 0(1,0) 7,6 0,48 91,6

6 0 (350) 0(1,0) 7,4 0,46 91,6

7 0 (350) 0(1,0) 7,8 0,49 91,6

O K.,a esta relacionado com a agitacdo, aeracao, tipo de agitador,
viscosidade do meio de cultura e geometria do fermentador. No presente trabalho, o
valor do K.a variou de 48,8 a 167,2 h' conforme os ensaios do planejamento
experimental; valores estes correspondentes aos ensaios submetidos a condicdes
mais brandas (200 rpm e 0,5 vvm) e severas (500 rpm e 1,5 vvm) de agitacdo e
aeragao, respectivamente.

E interessante observar que as condicdes que apresentaram os menores
valores de K a corresponderam aquelas em que se obtiveram menores valores de
atividade e produtividade (Ensaios 1 e 3). Sendo, que no Ensaio 4, cujas condicdes de
processo foram mais intensas (500 rpm e 1,5 vvm) o valor de K a obtido foi o mais
elevado dentre todos os ensaios do planejamento, o que influenciou positivamente
tanto na atividade enzimatica, como na produtividade do processo fermentativo.

Schneider et al. (2001) estudando a producdo de [B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus em fermentador, observaram que nao houve uma
proporcionalidade entre o K.a e a atividade, pois quando o K,a foi aumentado de 30
para 63 h', a atividade enzimatica aumentou de 4 para 22 U.mL" e o aumento do K,a
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para 120 h"' ndo alterou a atividade enzimatica. Ainda, esses mesmos autores,
mantendo o K.a inicial constante em torno de 60 h-1, variaram as combinactes de
agitacao (rpm) e de aeracao (vwvm) de 500/2,0 e 700/0,66 houve um aumento na
atividade enzimatica de 22 para 33 U.mL". J&, aumentando para 1000/0,6, ocorreu
uma reducao na atividade para 19 U.mL™". No presente trabalho também foi observado
a nao linearidade no comportamento, pois o acréscimo no valor do K,a de 48,8 para
79,1 h'', resultou em um aumento na atividade e na produtividade; e quando o K.a
aumentou para 91,6 h™', os resultados obtidos foram menores e, voltando a subir
quando o K a foi de 167,2 h".

Garcia-Garibay et al. (1987) estudando a influéncia da transferéncia de
oxigénio na producdo de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus observaram
que a atividade enzimatica diminuiu com o aumento do K.a de 9,3 para 36 h™. Na
presente dissertagdo, o valor do Ka nos pontos centrais (Ensaios 5, 6 e 7) foi maior
que o determinado para o Ensaio 2; entretanto, os resultados para a atividade e
produtividade foram menores.

3.4. Planejamento Experimental

A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento experimental 2°
(4 ensaios e 3 pontos centrais), com variaveis codificadas e reais, bem como os
valores experimentais, valores previstos e desvio relativo obtidos para cada ensaio,

para a atividade enzimatica e produtividade.

Tabela 5: Matriz do Planejamento Experimental com variaveis reais e codificadas para

a atividade enzimatica e produtividade.

Atividade Produtividade
~ Agitacdo Aeracdo (U.mL™) (U.mL.h™)
Ensaio
(rpm) (vvm) Desv. Desv.
Exp. Prev. Exp. Prev.

(%) (%)

1 -1 (200) -1(0,5) 47 3,1 338 0,39 02 56,2
2 +1(500) -1(05) 114 122 -71 082 1,0 -16,4
3 -1 (200) +1 (1,5 3,2 4,0 -25,3 0,23 0,2 25,6
4 +1(500) +1(1,5) 14,7 13,1 10,8 1,05 1,0 9,8
5 0 (350) 0 (1,0) 7,6 8,1 6,6 048 0,6 17,4
6 0 (350) 0 (1,0) 7,4 8,1 94 046 0,6 22,4
7 0 (350) 0 (1,0) 7,8 8,1 -38 049 0,6 -14,6
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Através das atividades e produtividades maximas obtidas para cada ensaio
do planejamento foi possivel realizar a analise dos efeitos das variaveis agitacao e
aeracao sobre as respostas atividade e produtividade de B-galactosidase (Figura 3).
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Figura 3: Efeitos principais e de interacao das variaveis agitacao e aeracao nas

respostas atividade e produtividade de B-galactosidase (* p < 0,05).

Com base na andlise dos efeitos apresentados na Figura 3 pode-se
observar que a producédo da enzima foi fortemente influenciada pelas condigbes de
agitacao, enquanto que a aeragdo mostrou ser menos significante. As duas variaveis
independentes apresentaram efeito estatisticamente positivo e significativo a 95%
sobre as respostas.

Ao mudar as variaveis do nivel -1 para o +1, houve um incremento de
atividade enzimatica. Entretanto, o efeito da agitacéo (9,1 U.mL™) foi 10 vezes superior
ao efeito da aeracdo (0,9 U.mL™), mostrando que a agitacéo foi a varidvel que mais
influenciou na atividade de B-galactosidase. Com relagdo a produtividade, o efeito da
aeragao nao foi significante ao mudar a variavel do nivel -1 para o +1.

Para validagdo do modelo proposto para a produgédo da B-galactosidase
proveniente de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foi realizada uma andlise de
variancia (ANOVA) (Tabela 6), conforme reportados na Tabela 6. Para isto, os
maximos valores de atividade e produtividade de B-galactosidase fora empregados
nesta analise. As variaveis dependentes e independentes foram ajustadas a um

modelo linear.
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Tabela 6: ANOVA para atividade enzimatica e produtividade do planejamento

experimental.

Soma Graus de Média
Fonte de L. . L. F caiculado
L quadratica liberdade quadratica
variacao -
Ativ. Prod. Ativ. Prod. Ativ. Prod. Ativ. Prod.
Regressao 89,3800 0,4313 3 2 29,7933 0,2156 60,86 22,00
Residuo 1,4686 0,0391 3 4 0,4895 0,0098
Falta de
) 1,3886 0,0386 1 2
ajuste
Erropuro  0,0800 0,0005 2 2
Total 90,8486 0,4704 6 6
Atividade: R°: 0,98 Produtividades: R*: 0,92
Frapelado 33095 9,28 Frabelado 2,4;095. 6,94

De acordo com Haaland (1989), o valor R? representa a medida da
variabilidade dos valores da resposta que podem ser explicados pelas variaveis
independentes e a interagdo entre elas. Para este autor, um modelo consideravel bom
(valores acima de 0.9) explica a maior variagdo na resposta. Quanto mais préximo
este valor 1,00, mais forte € o0 modelo e o melhor a predicdo da resposta. Neste
presente estudo, foram obtidos valores de R? altos (0.98 e 0.92) e um desempenho
bom do Fiste (60.86 € 22.00), sendo aproximadamente sete e quatro vezes maiores
que 0 Fipeado (9.28 € 6.94) para atividade de P-galactosidase e produtividade,
respectivamente.

Além disso, o valor do erro puro foi baixo, indicando uma boa
reprodutibilidade experimental. Os desvios relativos foram calculados para cada
ensaio e estao reportados na Tabela 5. Verificou-se que na regido de maior atividade e
produtividade, os desvios apresentaram-se baixos, na ordem de 10 %. Assim, o
modelo codificado foi considerado preditivo e significativo (Equacbes 7 e 8), podendo
obter as superficies de resposta para atividade e a produtividade de B-galactosidase,
apresentadas nas Figuras 4 e 5.

Atividade = 78,11 + 4,55 (Agitagado) + 0,45 (Aeragao) + 1,20 (Agitagao x Aeragdo) (Equagéo 7)

Produtividade = 0,56 + 0,39 (Agitacao) + 0,04 (Agitagao x Aeragao) (Equacgéo 8)
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Figura 4: Superficies de (a) resposta e de (b) contorno para atividade de

B-galactosidase como uma fungéo das variaveis agitacdo e aeragao.
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Figura 5: Superficies de (c) resposta e de (d) contorno para a produtividade como uma

funcao das variaveis agitagao e aeracgao.

Pela Figura 4, observa-se que as superficies de resposta obtidas para as
duas respostas (atividade e produtividade) apresentam as mesmas faixas 6timas,

sendo que para obter altas atividades enzimaticas (12 - 14 U.mL™") e produtividades

(0,8 - 1,0 U.mL'h"") deve-se trabalhar com elevadas velocidade de agitagéo (500 rpm)
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e com taxas de aeragdo acima de 1,25 vwm. Para baixos valores de agitacdo e de
aeracao obtiveram-se os menores valores para atividade e produtividade.

Na andlise do planejamento realizado foi possivel verificar que os valores
variaram de 3,2 a 14,7 UmL" e 0,23 a 1,05 U.mL'h™" para a atividade enzimética e
produtividade, respectivamente . Sendo que as duas condicbes mais favoraveis para a
producao de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foram os
ensaios 2 € 4.

No ensaio 2 as condi¢des foram: agitacdo no nivel +1 (500 rpm), e aeracéo
no nivel -1 (0,5 vvm), apresentando atividade enzimatica de 11,4 U.mL"' e uma
produtividade de 0,82 U.mL'h". Para o ensaio 4 as condicbes foram: agitacdo no
nivel +1 (500 rpm), e aeragcdo também no nivel +1 (1,5 vvm), obtendo,
respectivamente, 14,7 U.mL' e 1,06 UmL'h" para a atividade enzimatica e
produtividade; sendo os dois ensaios com os niveis mais elevados de agitacao.

A forte influéncia da agitacao tanto na atividade como na produtividade no
processo foi observada, respectivamente, por Siva-Santisteban & Maugeri (2005)
estudando producgéo de inulinase e Burkert et al. (2005) otimizando a producgéo de
lipase.

Feng et al. (2003), estudando a producdao de B-manase, verificou que a
aeragao e a agitacdo influenciam a concentragdo de oxigénio dissolvido no meio,
afetando a concentracédo de biomassa, atividade enzimatica e o consumo de substrato;
sendo necessario o estudo dessas variaveis para proporcionar ao processo um
elevado rendimento celular e uma elevada atividade enzimatica.

De acordo com Pinheiro et al. (2000), cultura tipicas de Kluyveromyces
tornam-se limitadas pela concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, sendo que o
modo de eliminar essa limitagdo seria melhorar a taxa de transferéncia de oxigénio,
através do aumento da velocidade de agitacao.

De acordo com as Figuras 4 e 5, pode-se observar que a regido otimizada
nao foi atingida na presente dissertacdo. Essa otimizagao nao foi possivel em virtude
que, nesse sistema, nao foi possivel o emprego de niveis mais elevados de agitagao e
aeracao. Dessa forma, acredita-se que para chegar a regiao otimizada para producao
de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 seria necessario estudar
diferentes tipos de agitadores que propiciem uma maior aeracdo ao sistema e estudar
a producao da enzima em reator air-lift onde a agitacdo mecanica é substituida pela

prépria aeracao.
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3.5. Estudo da validacao dos resultados obtidos no planejamento experimental

A validacéo foi feita através da realizacdo em duplicata da melhor condicao
indicada pela analise da superficie de resposta. Nesta condi¢do, 500 rpm e 1,5 vvm,
foi avaliado o comportamento cinético da fermentacdo com relacdo a producdo da
enzima, da biomassa, da glicose e da galactose, ao consumo de lactose, e a variacao
de pH e de oxigénio dissolvido, como pode ser observado na Figura 6, alcangcando
uma atividade enzimatica de 17 U.mL", uma produtividade de 1,2 UmL".h"" e uma
concentragao celularde 11 mg.mL"' em 14 h.
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Figura 6: Acompanhamento da produgao da enzima B-galactosidase na melhor

condicao do planejamento experimental completo.
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4. CONCLUSOES

O modelo obtido pelo planejamento foi considerado valido, sendo a melhor
condigdo estabelecida para a produgdo da p-galactosidase proveniente de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 agitacdo de 500 rpm e aeracdo de 1,5 vvm,
alcancando uma atividade enzimatica de 17 U.mL', uma produtividade de

1,2U.mL".h" e uma concentragdo celular de 11 mg.mL" em 14 h.
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RESUMO

A lactose, chamada de acucar do leite, apresenta utilizacdo bastante limitada em
produtos alimenticios devido a baixa solubilidade em agua e ao baixo poder adogante,
porém quando hidrolisada n&o apresenta o0s inconvenientes causados por esse
carboidrato. O processo da hidrolise da lactose, em glicose e galactose, pela
B-galactosidase em produtos industriais derivados do leite é uma das mais
promissoras aplicacées de enzimas no processamento de alimentos, principalmente
destinados a pessoas intolerantes a lactose. A utilizagdo de enzimas na industria
alimenticia é limitada devido a um fator: estabilidade operacional. Técnicas de
imobilizacdo enzimatica tém sido bastante empregadas a fim de aumentar a
estabilidade da enzima. Por esta razao, este trabalho teve como objetivo caracterizar
parcialmente a [-galactosidase nas formas livre e imobilizada proveniente de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082. A caracterizagdo consistiu na determinacéo do
pH e temperatura 6timos, parametros cinéticos K., € Vmax € estabilidade térmica da
enzima. A enzima foi produzida por fermentagdo submersa em frascos agitados,
pH 6,0, 180 rpm, 30°C por 96 horas. Para imobilizacdo da B-galactosidase foi
empregada a técnica de inclusdo em gel de alginato de calcio. No estudo da influéncia
do pH na atividade enzimatica foram testados valores de pH entre 4,6 e 8,6 utilizando
tampao acetato, citrato, tris-HCI e fosfato. A influéncia da temperatura na reacao
enzimatica foi determinada pela atividade de B-galactosidase nas temperaturas de 25
a 60°C. Os parametros cinéticos foram determinados utilizando como substrato
o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) e lactose. A estabilidade térmica foi
estudada determinando-se a constante cinética de desnaturagéo térmica, o tempo de
meia vida e a energia de ativacdo da reacao de desnaturacao, incubando-se a enzima
nas temperaturas de 30 a 45°C. Com relacdo aos resultados de pH e temperatura
verificou-se que o processo de imobilizacdo nao alterou o 6timo destas propriedades,
obtendo como resultados pH 6,6 em tampao fosfato e 37°C, respectivamente. O
estudo dos parametros cinéticos através do método grafico de Lineweaver-Burk
mostrou como resultados de K, € Vmax, para a enzima livre, os valores 15,1 mM e
18,9 U.mL™"; 93,7 mM e 43,9 U.mL", respectivamente, para os substratos ONPG e
lactose. J&, para a enzima na forma imobilizada obteve-se para Ky, e V. 0s valores
185 mM e 3,9 UmL"; 1157 mM e 3,7 UmL"' utilizando ONPG e lactose,
respectivamente, como substrato. Com relacado a estabilidade térmica enzimatica, a
equacao de Arrhenius pOde ser aplicada para estabelecer uma relacdo entre a
constante cinética de desnaturacdo térmica e a temperatura. Pela equagédo de
Arrhenius determinou-se as energias da reacdo de ativagdo (9,4 e 2,1 Kcal.mol™) e de
ativacdo da reacdo de desnaturacdo (100 e 106 Kcal.mol™), respectivamente, para
B-galactosidase livre e imobilizada.

Palavras-chave: estabilidade, imobilizacao, pH, parametros cinéticos, temperatura.



CAPITULO Il 49

1. INTRODUCAO

A importancia industrial da B-galactosidase estd na sua aplicagdo na
industria de laticinios. Esta enzima hidrolisa a lactose, carboidrato caracteristico do
leite, em seus monossacarideos, glicose e galactose, melhorando a solubilidade e
digestibilidade do leite e derivados lacteos, ideais para consumidores intolerantes a
lactose (LADERO et al., 2006; JURADO et al., 2002).

A hidrélise da lactose resulta em economia de sacarose na preparacao de
produtos acucarados, pois diversos produtos fabricados a partir de leite com baixo teor
de lactose requerem pouca ou nenhuma adi¢éo de sacarose. Além disto, este tipo de
hidrélise previne a cristalizacdo da lactose em produtos lacteos como doce de leite e
leite condensado, entre outros, melhorando as caracteristicas sensoriais destes
alimentos como cor e sabor (MAHONEY, 1998).

A B-galactosidase é largamente encontrada na natureza, distribuida entre
animais, vegetais e microrganismos, sendo que suas caracteristicas variam de acordo
com a sua origem. A temperatura e o pH operacional € a caracteristica que define a
aplicagdo de uma dada p-galactosidase, controlando a atividade enzimatica e
influenciando na estabilidade (RECH, 1998).

Apesar de varios trabalhos ja determinarem as propriedades enzimaticas e
0s parametros cinéticos da enzima B-galactosidase, um grande numero de dados
foram obtidos para enzima comercial, purificada e de diversas fontes microbianas
(JURADO et al., 2004; NAGY et al., 2001; ZHOU & CHEN, 2001), no entanto, para
enzimas extraidas de caldo de fermentacdo e de Kluyveromyces marxianus, estes
dados sao limitados.

Segundo Yu & Li (2006), o estudo da atividade e estabilidade de enzimas é
um aspecto importante a ser considerado em processos biotecnolégicos, pois promove
um maior conhecimento das propriedades da p-galactosidase obtida, além da
possibilidade de contribuir com a viabilidade econémica de processos e de féacil
utilizagéo industrialmente.

Para Furegon et al. (1996), a maioria das enzimas imobilizadas utilizadas
em processos de hidrélise € de origem microbiana, por apresentam baixo custo, boa
estabilidade e elevada atividade catalitica.

De acordo com Maugeri (2002), a imobilizagcao pode causar mudangas nas
medidas dos parametros como, por exemplo, na velocidade maxima de reacgéo, na

constante de Michaelis-Menten e, também, na temperatura e pH 6timos.
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Segundo Santos (2002), enzimas imobilizadas apresentam diferengas
quando comparadas as enzimas livres, podendo estas serem observadas nas suas
propriedades apds o processo de imobilizagdo, tais como: atividade enzimdtica e
estabilidade. Por esse motivo o estudo da caracterizacdo de enzimas, tanto
imobilizadas como livres, é de grande valia para conhecer quais sao as vantagens e
desvantagens da utilizacdo de cada uma delas em processos enzimaticos.

Dentro desse contexto, este trabalho visou caracterizar parcialmente a
B-galactosidase livre e imobilizada proveniente de Kluyveromyces marxianus
CCT 7082 quanto ao pH e temperatura étimos, estabilidade térmica e parametros
cinéticos Km e Vmax para os substratos o-nitrofenil—-B-D-galactopiranosideo (ONPG) e

lactose.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Microrganismo

O microrganismo utilizado para produzir a enzima B-galactosidase foi a
levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082, gentilmente cedidas pelo Laboratério
de Engenharia de Bioprocessos da FEA/UNICAMP e previamente selecionada por
Manera et al. (2008). A cultura foi mantida a -18°C, em tubos de ensaio contendo
glicerol, conforme Pinheiro et al. (2003).

2.2. Inéculo

O indéculo, adicionado de 10 % v/v do microrganismo em glicerol, foi
preparado em meio de cultura conforme Pinheiro et al. (2003). As condig¢des de cultivo
foram 30°C (PINHEIRO et al., 2003), 180 rpm por 14 h (MARQUEZ et al., 2003), em

incubador rotativo.

2.3. Producao da enzima

A enzima foi produzida por fermentacdo submersa em frascos agitados
contendo meio de cultura otimizado por Manera et al. (2008), acrescido de 10% v/v de
in6culo. As condicdes de cultivo foram 30°C (PINHEIRO et al., 2003), 180 rpm
(MARQUEZ et al., 2003), por 96 h (MANERA et al., 2008).

2.4. Extracao da enzima
Para obtencdo da enzima B-galactosidase intracelular, as células de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foram rompidas pelo uso conjugado de ondas
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ultrassOnicas e abrasao por pérolas de vidro, conforme proposto por Medeiros et al.
(2008).

2.5. Imobilizagao enzimatica

A B-galactosidase foi imobilizada através da técnica de incluséo em gel
(WON et al., 2005 e SANTOS, 2002; modificado). O método consistiu em imobilizar a
enzima através do seu entrelacamento em alginato de calcio, pois na presenca de
céations divalentes como Ca*" torna-se possivel formar um polimero, neste caso
chamado de alginato de calcio que aprisiona a enzima.

Para isto, preparou-se um gel misturando alginato de sédio, agua destilada
e extrato enzimatico. A solucdo resultante foi gotejada em solucéo de cloreto de célcio
0,2 M. As microesferas obtidas permaneceram em repouso a 4°C, nesta mesma
solugado over-night. Depois de tratadas, as enzimas imobilizadas foram lavadas com

agua destilada para remover a enzima que nao foi entrelacada no gel.

2.5.1. Determinacao da recuperacao

A recuperacdo enzimatica foi determinada através da Equacédo 1,
relacionando atividade fornecida ao processo (enzima livre) e a atividade apds a
imobilizacdo (enzima imobilizada e filtrado). Onde, Umnobiizadas Uritrado € Uiivre S0,
respectivamente, as atividades da enzima imobilizada, do filtrado e da enzima livre;
Vimobilizada; Viitrado € Vivre SA0 0S volumes da enzima imobilizada, do filtrado e da enzima

livre, respectivamente.

(Uimobilizada Vimobiiizada )+ (Ufiltrado Viirado ) 100

Y%Recuperacao=
(Ulivre - VIivre )

(Equacao1)

2.5.2. Determinacao da eficiéncia da imobilizacao

As eficiéncias da imobilizacdo para enzima (WON et al., 2005) e para
proteinas foram determinadas através das Equacbes 2 e 3, respectivamente,
relacionando a quantidade de proteina ou de enzima fornecida ao processo e a
quantidade de proteina ou enzima imobilizadas. Onde Ciwe € Ciirado S80 as
concentragbes de proteina contidas na solucdo enzimatica e no filtrado,
respectivamente; Viwe € Virado S80, respectivamente, os volumes de proteina em

solucao e no filtrado apds a lavagem das esferas de gel.
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V
V

A Uimobilizada -
%Eficieéncia qnyimas :{ tnoe |zl

- imobilizad a :|1 00 (Eq uacao 2)

livre * ¥ livre

%Eficiéncia

proteinas

— |:(Clivre - VIivre )_ (Cfiltrado - Vfiltrado ):|1 OO (Equagéo 3)
(Clivre - VIivre )

2.5.3. Determinacao rendimento do processo

O rendimento do processo de imobilizagéo é definido como a razao entre
as atividades especificas das enzimas imobilizada e livre, conforme é mostrado na
Equacdo 4 (WON et al, 2005). A atividade especifica é a relagdo da atividade

enzimatica com a quantidade de proteina. Onde U é a atividade enzimatica.

U,
%Rendimento :{ ospeciica imoblizada } 100 (Equacéo 4)

especifica livre

2.6. Caracterizacao da enzima

A B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foi
caracterizada parcialmente neste trabalho, sendo determinadas algumas propriedades
enzimaticas e os parametros cinéticos. A enzima foi caracterizada quanto ao pH 6timo,
temperatura étima, estabilidade térmica, e determinados os parametros cinéticos (Kn e

Vmax) para os substratos o-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (ONPG) e lactose.

2.6.1. Determinacao do pH étimo

Na influéncia do pH na reacdo enzimatica estudou-se quatro tampdes em
diferentes valores de pH na concentracdo 50 mM: tampéao acetato (pH 4,6; 5,0; 5,6),
tampao citrato (pH 4,6; 5,6; 6,0), tampao fosfato (pH 6,0; 6,6; 7,0; 7,3; 8,0) e tampéao
tris-HCI (pH 7,3; 7,6; 8,0; 8,6).

2.6.2. Determinacao da temperatura 6tima

A influéncia da temperatura na reagéo enzimatica foi determinada através

da atividade de B-galactosidase nas temperaturas de 25 a 60°C, mantendo o pH fixo
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no de analise em tampao fosfato de potassio 50 mM com MnCl, .4H,O 0,1 mM,
pH 6,6.

2.6.3. Determinacao da estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da B-galactosidase foi estudada através do tempo
de meia-vida, da constante cinética de desnaturacao térmica e da energia de ativacao
da reacdo de desnaturagao. Aliquotas de extrato enzimatico ou enzima imobilizada
foram incubadas nas temperaturas de 30 a 45°C; sendo a atividade enzimatica
determinada em intervalos de tempos pré-determinados.

2.6.4. Determinacao dos parametros cinéticos Kn € Vimax

Os parametros cinéticos K, e Vmna foram determinados medindo-se a
atividade da B-galactosidase em diferentes concentragbes de substrato. Para esse
estudo foram utilizados dois substratos nas seguintes concentragcdes: ONPG
(1-10 mM) e lactose (25-250 mM).

2.7. Métodos Analiticos
2.7.1. Determinacao da biomassa

A concentragao de célula foi medida por densidade otica a 620 nm, e
convertida para gramas de célula seca por litro conforme curva padréao (RECH et al.,
1999).

2.7.2. Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica no estudo da caracterizacao da B-galactosidase foi
determinada utilizando como substrato o-nitrophenil-3-D-galactopiranosideo (ONPG),
exceto na determinacdo dos parametros cinéticos em que a lactose também foi
utilizada como substrato, além do ONPG.

Para que fosse possivel comparar as unidades das atividades da
B-galactosidase nas duas formas, livre e imobilizada, utilizou-se a técnica da
picnometria (FOUST et al, 1982; GEANKOPLIS, 1983) para poder determinar a
densidade da enzima imobilizada, pois assim foi possivel relacionar a massa da

microesfera com o volume necessario de amostra para a determinacao da atividade.
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2.7.2.1. Determinacao da atividade enzimatica para o substrato ONPG

A atividade da  B-galactosidase foi determinada  usando
o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) como substrato segundo Inchaurrondo et
al. (1994).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1umol de o-nitrofenol por minuto, sob as condi¢des do

ensaio.

2.7.2.2. Determinacao da atividade enzimatica para o substrato lactose

A atividade da enzima p-galactosidase empregando lactose como
substrato foi determinada de acordo com metodologia descrita por Szczodrak (2000).

Uma unidade de atividade enzimatica (U) é definida como a quantidade de
enzima necessaria para produzir 1umol de glicose por minuto, sob as condi¢cdes do

ensaio.

2.7.3. Determinacgao de proteinas

A medida de proteina foi realizada conforme metodologia descrita por
Lowry et al. (1951).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A Figura 1 apresenta a enzima imobilizada em gel de alginato de calcio. A
Tabela 1 apresenta os dados obtidos experimentalmente no processo de imobilizacao

da B-galactosidase proveniente de Kluyveromyces marxianus CCT 7082.

LIS Y

Figura 1: B-galactosidase imobilizada em gel de alginato de calcio.
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Tabela 1: Resultados experimentais para a B-galactosidase.

Enzima Atividade (U.mL") Proteina (mg.mL") Volume (mL)
Livre 13,1 5,6 30
Filtrado 1,5 0,4 120
Imobilizada 1,3 0,8* 150

* calculada através do balango de massa entre a proteina de entrada e a do filtrado

3.1. Determinacgao da recuperacao da enzima

A porcentagem de enzima recuperada foi determinada através da Equacéao
1. Foi obtido aproximadamente 95 % de enzima de entrada; o restante (5 %) pode ter
sido perdido devido a problemas de desnaturacdo ou ndo foi possivel determinar
devido a maior dificuldade do substrato para entrar em contato com a enzima

imobilizada.

3.2. Determinacao da eficiéncia da imobilizacao

A eficiéncia do processo foi determinada com relagdo as proteinas e,
também, a enzima, através das Equacdes 2 e 3, apresentando 71 e 50 % de
eficiéncia, respectivamente, ou seja, metade da quantidade de enzima oferecida ao
processo ficou retida no gel de alginato.

A eficiéncia da imobilizacdo em termos de proteinas apresentou um valor
maior que a apresentada pela enzima. Tal diferenca pode ter sido em funcdo que
como a enzima utilizada nao foi purificada, nem submetida a uma etapa prévia de
purificagdo, o extrato enzimatico oferecido ao processo de imobilizacdo poderia
apresentar outras proteinas e contaminantes que nao fosse a enzima de interesse.

Freitas et al. (2007), imobilizando a enzima B-galactosidase proveniente de
Aspergillus oryzae em alginato de calcio e glutaraldeido, obtiveram uma eficiéncia do
processo de 30 %, valor inferior ao encontrado no presente trabalho.

3.3. Determinacao rendimento do processo

O processo de imobilizacdo em alginato de calcio apresentou um
rendimento de aproximadamente 70 %.

Tanriseven & Dogan (2002) utilizaram glutaraldeido como agente
crosslinking na imobilizacao da B-galactosidase em alginato e gelatina, e obtiveram um
rendimento de 56 %. Domingues et al. (1988) obtiveram um rendimento de 76 % ao
imobilizarem a B-galactosidase em alginato e empregando carbodiime como agente
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crosslinking. Resultados estes respectivamente menor e aproximadamente igual ao

encontrado no presente trabalho utilizando apenas alginato.

3.4. Determinacao do pH 6timo

No estudo da influéncia do pH na reacdo enzimatica péde-se observar
através dos resultados ilustrados na Tabela 2 e Figura 2 que os maximos valores de
atividade enzimatica obtidos, tanto para a enzima livre como para a imobilizada, para
cada tampao foram: tampao acetato (pH 5,6), tampéo citrato (pH 6,0), tampao fosfato
(pH 6,6) e tampao tris-HCI (pH 7,3). Sendo para valores de pH abaixo de 5,0 a enzima
perdeu atividade, sendo, portanto mais ativa em valores perto da neutralidade.

Tabela 2: Atividade enzimatica relativa em fungéo do pH.

Atividade Enzimatica Relativa (%)

Tampao pH _
Enzima Livre Enzima Imobilizada
4,6 0,5 0,4
Acetato
5,0 0,6 28,1
50 mM
5,6 76,5 31,2
4,6 0,6 0,8
Citrato
5,6 30,5 10,9
50 mM
6,0 80,7 75,1
6,0 95,0 88,5
6,6 100,0 100,0
Fosfato
7.0 98,7 99,6
50 mM
7.3 98,3 98,3
8,0 95,5 95,8
7,3 94,3 89,9
Tris-HCI 7,6 93,2 83,6
50 mM 8,0 88,6 77,8

8,6 86,6 75,8
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Figura 2: Atividade da B-galactosidase livre e imobilizada em fungéo do pH.

De acordo com Whitaker (1994), o pH 6timo de uma enzima depende de
varios parametros experimentais, incluindo tempo de reacao, temperatura, natureza e
concentragado de substrato, natureza e concentragdo do tampao, entre outros.

Comparando as enzimas nos diferentes tampdes verificou-se que a
B-galactosidase livre e imobilizada apresentou comportamento semelhante em termos
de perfil de pH, apresentando uma maior atividade em tampéao fosfato 50 mM, na faixa
de pH de 6,6 - 7,3; sendo considerado como valor 6timo pH 6,6 para as duas formas.

Apesar dos valores 6timos terem sido os mesmos para as duas formas da
B-galactosidase, a enzima livre apresentou-se mais reativa em valores de pH abaixo
de 6,0 e acima de 7,3 quando comparada a enzima imobilizada.

Numanoglu & Sungur (2004) e lllane et al. (1998), observaram que o
processo de imobilizagdo nao alterou o pH 6timo da B-galactosidase, obtendo como
valores étimos para ambas as formas pH 6,5 e 6,6, para os respectivos estudos.

No presente trabalho, os valores 6timos observados para o pH para a
B-galactosidase livre e imobilizada de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 nos
tampdes estudados estdo de acordo com a literatura onde sao reportados valores de
pH 6timo na faixa de 6,0 - 7,3 para enzimas de leveduras do género Kluyveromyces
(JURADO et al., 2002; ZHOU & CHEN, 2001; GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985).
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3.5. Determinacao da temperatura 6tima

A reacdo enzimatica foi determinada a diferentes temperaturas para a
B-galactosidase livre e imobilizada, onde se observou que as faixas temperaturas onde
se obteve maxima atividade foram de 35 - 37°C e de 35 - 40°C, respectivamente,
conforme mostra a Tabela 3, sendo considerada como temperatura étima a de 37 °C,
sendo o0 mesmo valor 6timo verificado por Jurado et al. (2002).

De acordo com Kennedy & Cabral (1987), na imobilizacdo de enzimas,
alteracdes na temperatura 6tima de reacédo ocorrem em alguns casos, podendo ser
maior que a da enzima livre. Em alguns casos, devido aos efeitos difusionais do
processo de inclusdo ou ligacdo a suportes porosos, a enzima é protegida contra
desnaturacdo térmica, uma vez que a temperatura no microambiente da enzima é
menor que na solugéo.

Comparando as curvas de temperatura versus atividade relativa para a
enzima sob as duas formas, pode-se visualizar que a enzima imobilizada apresentou
perfil de temperatura mais suave comparado ao da enzima em solucdo € uma maior
faixa de atuacdo da enzima. Perfil de temperatura similar foi encontrado por
Tanriseven & Dogan (2002) estudando a imobilizagdo de B-galactosidase em
alginato-gelatina-glutaraldeido, verificaram que a enzima imobilizada apresentou perfil
temperatura mais suave que ao da enzima na forma livre.

Ainda convém salientar que a B-galactosidase imobilizada apesar de ter
apresentado comportamento semelhante ao da enzima em solugéo, apresentou mais
reatividade em temperaturas fora do 6timo quando comparada com a enzima na forma
livre.

Tabela 3: Atividade enzimatica relativa em fungao da temperatura.

Atividade Enzimatica Relativa (%)
Temperatura (2C)

Enzima Livre Enzima Imobilizada
25 55 87
30 74 94
35 98 98
37 100 100
40 94 97
45 67 83
50 47 68
55 24 56

60 19 36
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Segundo Maugeri (2002), por a enzima ser uma proteina, ela tende a
perder atividade no tempo e sendo mais rapida esta perda quanto maior a
temperatura, como foi observada neste trabalho (Figura 3) que a partir da temperatura
de 40°C a enzima sob as duas formas comecou a perder atividade e, principalmente a
enzima livre comegou a apresentar desnaturacdo acentuada. Caracteristica esta,
segundo lllanes et al. (1998), inerente as lactases provenientes de leveduras.

Ladero et al. (2000), estudando a [B-galactosidase de Kluyveromyces
fragilis imobilizada em silica-albumina em varias temperaturas, verificaram que a
maxima atividade foi alcancada a 40°C, apds a enzima apresentou-se menos reativa.

Rakoja et al. (2003), estudando a imobilizacdo de [B-galactosidase
proveniente de Kluyveromyces marxianus encontraram como temperatura 6étima

35 - 37°C, sendo que a partir desta temperatura a enzima comecou a perder atividade.

—m— Enzima livre
—0o— Enzima imobilizada

80

100 D/ngﬁ
/
60 - /

'
SN

20 ~a

Atividade relativa (%)

Temperatura (°C)

Figura 3: Atividade da B-galactosidase livre e imobilizada em fungéo da temperatura.

A Tabela 4 apresenta os dados experimentais de atividade enzimatica
utilizados para o célculo da energia de ativagdao (E,) para as enzimas livre e
imobilizada.
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Tabela 4: Atividade enzimatica em fungdo da temperatura.

Enzima Livre

Enzima Imobilizada

o -3
O T Ty el iy vmel
25 298,15 3,35 9,49 2,25 1,02 0,02
30 303,15 3,29 12,77 2,55 1,09 0,09
35 308,15 3,24 16,86 2,82 1,10 0,14
37 310,15 3,22 17,17 2,84 1,17 0,15

A energia de ativacdo (E,) foi calculada correlacionando a equacdo da

velocidade de reacdo (Equacao 5) com a equacao de Arrhenius (Equagao 6). Através

da forma linearizada da equacéo de Arrhenius (Equagao 7), plotou-se o gréfico In(V)

em funcdo do inverso da temperatura (Figura 4 e 5) e pelo coeficiente angular da

equacao da reta determinou-se a energia de ativacdo (BAILEY & OLLIS, 1986;
ROBYT & WHITE, 1990).

V=K.[E]

—E./RgT
K =Ae ™"

InV:InA—E.
RQ

—| =

(Equacao 5)

(Equacéo 6)

(Equacao 7)
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Figura 4: Efeito da temperatura na atividade enzimatica da p-galactosidase livre de

K. marxianus CCT 7082 para o célculo da energia de ativacao.
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0,00 . . . . . . .
3,20 3,22 3,24 3,26 3,28 3,30 3,32 3,34 335

1T 10 (K)

Figura 5: Efeito da temperatura na atividade enzimatica da B-galactosidase imobilizada

de K. marxianus CCT 7082 para o calculo da energia de ativacao.

Assim:

InV:18,21—4753,38.%

_=9,4Kcal.mol™

aj
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InV=3,58-1 058,9.%

E =2,1Kcal.mol™

aimobilizad a

De acordo com Whitaker (1994), as energias de ativacdo (E,) para
transformacdo de reagentes em produtos em reagdes enzimatica estdo
compreendidas entre 6,0 e 15,0 Kcal.mol". Comparando estes valores com os dados
encontrados nesse trabalho, pode ser observado que a E, para a enzima livre
(9,4 Kcal.mol™) estad compreendida na faixa citada; entretanto, a E, para a enzima na
forma imobilizada (2,1 Kcal.mol™) esta abaixo da faixa citada.

Resultados similares aos encontrados no presente trabalho para a energia
de ativacédo para a enzima na forma livre foram encontrados por lllanes et al. (2001);
lllanes et al. (2000) e Ladero et al. (2000), onde obtiveram os respectivos valores:
10,4; 10,4 e 10,9 Kcal.mol”. Freitas et al. (2007), caracterizando a p-galactosidase
livre e imobilizada por inclusdo em alginato, obtiveram como resultados para as
energias de ativacéo de 7,7 e 6,5 Kcal.mol™, respectivamente.

Segundo Yu & Li (2006), quanto menor a energia de ativagdo menor sera a
barreira de energia para a catalise; sendo, portanto, neste caso, a da enzima
imobilizada menor que a da livre, pois a enzima na forma imobilizada apresentou-se

mais reativa quando comparada a enzima livre nas mesmas temperaturas.

3.6. Determinacao da estabilidade térmica de enzima
Segundo Contiero (1992) a estabilidade térmica da enzima é determinada
através da utilizagcdo da equacgao de Arhenius (Equacao 8).

K=A.g "/fT (Equacéo 8)

A estabilidade térmica foi determinada em termos de tempo meia vida (t12),
constante de desnaturacdo térmica (Kyq) e energia de ativacdo para a reacgao
desnaturacao (Eg), incubando a enzima livre e imobilizada nas temperaturas de 30 a
45°C até atingir 50% da sua atividade inicial.
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O tempo meia vida (t1) foi definido como sendo o tempo necessario para
perder 50% da sua atividade inicial, ou seja: V/Vy = 0,5; podendo ser relacionado com
a Ky, através da Equagéao 9.

tio =M (Equacao 9)
Kd

Através destes dados foi possivel construir o grafico de In (V/V,) versus
tempo de incubacao para cada temperatura estudada, onde V, e V séo as atividades
inicial e referente aos tempos de retirada de amostra, respectivamente. Desse grafico,
obteve-se o valor da constante cinética de desnaturacdo térmica (Ky) para cada
temperatura (T).

Os valores de Ky e ti» para cada temperatura estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5: Valores experimentais da constante de desnaturacao térmica (Kq) e do

tempo de meia vida (t12) da B-galactosidase em fungéo da temperatura

-3 Enzima Livre Enzima Imobilizada
o) T Y Kmin)  te®) Kemin) ()
30 303,15 3,29 0,0003 38,51 0,0001 115,52
35 308,15 3,24 0,0020 5,78 0,0011 10,50
37 310,15 3,22 0,0088 1,31 0,0079 1,46
40 313,15 3,19 0,0345 0,33 0,0081 1,43
45 318,15 3,14 0,7208 0,01 0,5317 0,02

O processo de imobilizagdo aumentou os valores de tempo de meia vida
para todas as temperaturas estudadas, sendo a diferenca menor a 37°C, temperatura
esta considerada 6tima para as duas formas enzimatica, neste trabalho.

Através dos dados apresentados na Tabela 5 observa-se que o valor para
a constante cinética de desnaturacédo térmica (Ky) € inversamente proporcional a
estabilidade da enzima, ou seja, quanto menor o valor de Ky maior é a estabilidade da
enzima. No presente trabalho, para todas as temperaturas estudadas, o valor para a
Ky foi maior para a B-galactosidase livre, indicando que a sua forma imobilizada
apresentou maior estabilidade térmica.

Brady et al. (1995), caracterizando a B-galactosidase de Kluyveromyces

marxianus quanto a estabilidade térmica, obteve um tempo de meia vida de 7 horas a
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30°C, sendo este valor menor que os encontrados neste trabalho, indicando que esta
enzima estudada apresentou boa estabilidade.

Posteriormente, para a determinacdo da energia de ativagéo da reacao de
desnaturacéo (Eg), cujos valores foram 100 e 106 Kcal.mol" para as enzimas livre e
imobilizada, respectivamente, graficou-se In (Kq) versus 1/T(K), obtendo-se uma reta
correspondente a equacado linearizada de Arhenius (Equacdo 10), cuja grafico

encontra-se nas Figuras6e 7.

E

InK,=InA R—d (Equacéo 10)
g

—|—

~-Ink, :50465,5.% ~157.9

E,, =100 Kcal.mol™

—|an=53192.% 166,

=106 Kcal.mol™

d imobilizad a

Sendo Ky fungdo da temperatura segundo a Equacdo de Arrhenius
determinou-se E4 conforme apresentado nas Figura 6 e 7 para a -galactosidase livre

e imobilizada, respectivamente.
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g [|y=504655x-157.9
R2=0,99

-In(Kd)
(4]
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1T x 103 (K-)

Figura 6: Dados experimentais das constantes de desnaturacdo térmica (K4) em
funcao da temperatura para o céalculo da energia de ativacao da reacdo de

desnaturacao (Eq) para a enzima livre.
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Figura 7: Dados experimentais das constantes de desnaturacao térmica (K4) em
funcao da temperatura para o céalculo da energia de ativacao da reacdo de

desnaturagao (Eq) para a enzima imobilizada.
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Segundo Whitaker (1994), as energias de ativacdo para a reacdo de
desnaturacdo de enzimas ficam compreendidas entre 50-150 Kcal/mol. Comparando
estes valores com os dados encontrados no presente trabalho, observa-se que os
valores encontrados estdo compreendidos dentro da faixa citada.

Entretanto, percebeu-se a necessidade de um estudo mais detalhado com
relagéo ao suporte utilizado para imobilizar a $-galactosidase, a fim de reter uma maior

quantidade de enzima no interior da matriz, sem prejuizos na estabilidade.

3.7. Determinacao dos parametros cinéticos Kn € Vimax

Os parametros cinéticos K, e Vnax foram determinados medindo a
atividade da P-galactosidase utilizando faixas de concentracao dos substratos ONPG
e lactose; faixas suficientes para que nos Ultimos pontos de andlise a atividade
enzimatica permanecesse constante.

As Tabelas 6 e 7 apresentam os dados para os respectivos substratos
ONPG e lactose para as enzimas livre e imobilizada, respectivamente.

Tabela 6: Valores experimentais de atividade da B-galactosidase livre e imobilizada em

funcéo da concentracdo de ONPG para a determinacdo dos parametros cinéticos.

Concentracao de Atividade de Atividade de

ONPG B-galactosidase B-galactosidase
(mM) livre (U.mL™) imobilizada (U.mL™)

1 1,2 0,2

2 2,2 0,4

3 3,3 0,6

4 4,1 0,7

5 4,9 0,8

6 5,5 0,9

7 6,3 1,0

8 6,4 1,1

9 6,4 1,1

—_
o

6,4 1,1
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Tabela 7: Valores experimentais de atividade da B-galactosidase livre e imobilizada em

funcéo da concentracao de lactose para a determinacao dos parametros cinéticos.

Concentracao de Atividade de Atividade de
lactose B-galactosidase B -galactosidase

(mM) livre (U.mL™) imobilizada (U.mL™)

25 9,3 0,7

50 14,8 1,1

75 19,2 1,4

100 22,9 1,7

125 25,2 1,9

150 28,1 2,2

175 29,7 2,4

200 30,4 2,6

225 30,4 2,6

250 30,4 2,6

Na determinagéo dos parametros cinéticos foi utilizado o método grafico de

Lineweaver-Burk. Através da linearizacdo da Equacédo 11, obteve-se a Equagao 12.

=—Vméx - 15] (Equacao 11)
K,, +[S]
%=\P/<m '%+v1 (Equagdo 12)

Graficando o inverso da concentracdo do substrato (1/S) versus o inverso
da velocidade de reacao (1/V), como mostram as Figura 8 a 11, e através das
equacoes linearizadas (Equacdes 13, 14, 15 e 16), foi possivel determinar os

parametros cinéticos apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8: Parametros cinéticos para a -galactosidase livre e imobilizada em funcao

da concentracdo de ONPG e lactose.

. Enzima Enzima Enzima Enzima
Parametros . . . . .
o livre imobilizada livre imobilizada
cinéticos
(ONPG) (ONPG) (Lactose) (Lactose)
Km (MM) 15,1 18,5 93,7 115,7
Vinax (U.mL™) 18,9 3,9 43,9 3,7
l— 0,79 l + 1 (Equacao 13)
V. 7 'S 005
0,9 T
y=0,7978 x + 0,0529
08 R2=0,99

1V (mLU"Y)

0,0
0,0 02 04 06 08 1,0 12

1/S (mM-1)

Figura 8: Diagrama de Lineweaver-Burk aplicado aos dados experimentais para a
B-galactosidase livre de K. marxianus CCT 7082 para o substrato ONPG.

(Equacao 14)
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y =4,7479 x + 0,2564
R2=0,98

1V (mLU™)

0,0 0.2 0,4 06 08 1,0 1,2
1/S (mM-")

Figura 9: Diagrama de Lineweaver-Burk aplicado aos dados experimentais para a
B-galactosidase imobilizada de K. marxianus CCT 7082 para o substrato ONPG.

1 1
=+
S 0,02

2,14 (Equacgao 15)

1.
e

y =2,1365 x + 0,0228
R2=0,99

1V (mLU™)

0,00
0,000 0,006 0,010 0015 0020 0,025 0030 0,03 0,040 0,045

1/S (mM-)
Figura 10: Diagrama de Lineweaver-Burk aplicada aos dados experimentais para a

B-galactosidase livre de K. marxianus CCT 7082 para o substrato lactose.
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(Equacéo 16)

y = 30,836 x + 0,2664
R2=0,99

08

1/V (mLU™)

041

0,0
0,000 0005 0010 0015 0020 0025 0030 0035 0040 0,045
1/S (mM-")

Figura 11: Diagrama de Lineweaver-Burk aplicada aos dados experimentais para a

B-galactosidase imobilizada de K. marxianus CCT 7082 para o substrato lactose.

Como K, representa a afinidade da enzima pelo substrato, a diferenga nos
valores de K., determinados na presente dissertacdo quando comparada com os
dados existente na literatura se deve que, neste trabalho, a enzima utilizada foi a
diretamente a extraida do caldo de fermentacdo e, que segundo Samoshina &
Samoshin (2005), a purificacdo de enzima pode resultar em uma diminuicdo no valor
de K., ja que qualquer possivel interferente é removido, desse modo aumentando a
afinidade entre a enzima e o substrato.

Fisher et al. (1995), determinaram K, e Vm para a B-galactosidase
proveniente de Thermomyces lanuginosus utilizando como substrato ONPG, onde
obteve como resultados respectivos, 11,3 mM e 18,2 U.mL", valores estes muito
similares ao encontrados na presente dissertacdo, visto que ndo houve etapa de
purificagdo em ambos os trabalhos.

Brady et al. (1995), determinando a constante de Michaelis-Menten para a
B-galactosidase purificada de Kluyveromyces marxianus, obtiveram valores 5,0 mM e
40,0 mM para o ONPG e lactose, respectivamente, sendo estes valores menores que
0s encontrados no presente trabalho.
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De acordo com Zhou & Chen (2001), no caso de enzimas imobilizadas, o
valor de K, tende a aumentar quando comparado a enzimas na forma livre, em virtude
que, muitas vezes, alguns centros ativos podem ficar bloqueados ap6s o processo de
imobilizacao.

Esses mesmos autores estudaram a P-galactosidase purificada livre e
imobilizada em grafite com glutaraldeido como agente crosslinking, quanto a K., tendo
como substrato ONPG. Neste estudo, foram obtidos como resultados 1,7 mM e 9,3
mM, respectivamente, para enzima livre e imobilizada. Comparando os valores obtidos
para ambas as formas da B-galactosidase, no presente trabalho, os resultados foram
maiores gque 0s encontrados por esses autores, visto que a enzima foi purificada e, no
presente trabalho foi utilizado extrato enzimatico bruto.

As Figuras 12 a 15 apresentam os dados previstos pelo modelo de
Michaelis-Menten para a velocidade de reacdo e os dados obtidos experimentalmente,
podendo-se verificar que os dados experimentais ajustam-se adequadamente ao
modelo.

Velocidade de reagdo (U.ml)

0 2 4 6 8 10 12
Concentracdo ONPG (mM)

Figura 12: Velocidade de reagao da B-galactosidase livre de K. marxianus CCT 7082

em funcédo da concentragao de ONPG.
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08

06 |

Velocidade de reagéo (U.mL )

02

0,0

0 2 4 6 8 10 12
Concentracdo ONPG (mM)

Figura 13: Velocidade de reagéo da B-galactosidase imobilizada de K.marxianus CCT

7082 em funcao da concentracao de ONPG.

35

251

20

Velocidade de reagéo (U.ml")

0 50 100 150 200 250
Concentracéao de lactose (mM)

Figura 14: Velocidade de reagéo da B-galactosidase livre de K.marxianus CCT 7082

em funcdo da concentragao de lactose.
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2,7

2,4

2,1

Velocidade de reagéo (U.ml)

0,9

06

03

0,0

0 50 100 150 200 250
Concentragéo de lactose (mM)

Figura 15: Velocidade de reagéo da B-galactosidase imobilizada de K.marxianus CCT

7082 em fungéo da concentragao de lactose.

4. CONCLUSOES

O processo de imobilizacdo nao resultou em alteragdo nos valores 6timos
de pH e temperatura, obtendo respectivamente, pH 6,6 em tampéao fosfato e 37°C,
tanto para a enzima livre como a imobilizada.

O estudo da estabilidade da enzima mostrou que o tempo de meia-vida a
37°C para enzima livre e imobilizada foi 1,31 e 1,46 h, respectivamente.

A energia de ativagdo (E,) calculada para a B-galactosidase livre foi de
9,4 Kcal.mol™', enquanto que para a enzima na forma imobilizada foi de 2,1 Kcal.mol™.
Ja, a energia de ativacdo da reacdo de desnaturacdo (Ey) foi de 100 Kcal.mol” e
106 Kcal.mol ' para a enzima livre e imobilizada, respectivamente.

Os valores obtidos para a constante de Michaelis-Menten e velocidade
maxima, nas condicées estudadas, foram 151 mM e 189 UmL"; 93,7 mM e
43,9 U.mL" para os substratos ONPG e lactose, respectivamente para a enzima livre;
e 185 mM e 3,9 UmL"; 1157 mM e 3,7 U.mL' para ONPG e lactose,
respectivamente, para a enzima na forma imobilizada.

O método empregado para a imobilizagcdo em alginato foi considerado um
método simples, facil, e de bom rendimento e eficiéncia podendo ser aplicado para a
imobilizagdo de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082, além de ter

oferecido maior estabilidade a enzima.
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CONCLUSOES GERAIS

O modelo proposto pelo planejamento experimental foi considerado valido,
sendo a melhor condicdo estabelecida para a produgdo da [-galactosidase
proveniente de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foi agitacdo de 500 rpm e
aeracdo de 1,5 vvm, alcancando uma produtividade de 1,2 U.mL".h"', uma atividade
enzimatica de 17 U.mL" e uma concentracao celular de 11 mg.mL"".

O processo de imobilizacdo ndo provocou alteracao nos valores 6timos de
pH e temperatura, obtendo, respectivamente, pH 6,6 em tampéao fosfato e 37°C, para
as duas formas enzimaticas estudadas.

O estudo da estabilidade da enzima mostrou que o tempo de meia-vida a
37°C para enzima livre e imobilizada foi 1,31 e 1,46 h, respectivamente.

A energia de ativagdo (E,) calculada para a B-galactosidase livre foi de
9,4 Kcal.mol', enquanto que para a enzima na forma imobilizada foi de 2,1 Kcal.mol™.
Ja, a energia de ativacdo da reacdo de desnaturacdo (Ey) foi de 100 Kcal.mol” e
106 Kcal.mol ' para a enzima livre e imobilizada, respectivamente.

Os valores obtidos para a constante de Michaelis-Menten e velocidade
maxima, nas condicées estudadas, foram 151 mM e 189 UmL"', 937 mM e
43,9 U.mL" para os substratos ONPG e lactose, respectivamente para a enzima livre;
e 185 mM e 3,9 UmL', 1157 mM e 3,7 U.mL' para ONPG e lactose,
respectivamente para a enzima na forma imobilizada.

O método empregado para a imobilizagdo em alginato foi considerado um
método simples, facil, de bom rendimento e eficiéncia, podendo ser aplicado para a
imobilizagdo de B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082, além de ter

oferecido maior estabilidade a enzima.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Estudar a influéncia de diferentes agitadores na produgao enzimatica;
Produzir a enzima com pH controlado;

Otimizar a agitacdo e a aeracdo na produgao da enzima em fermentador;
Utilizar técnicas para aumentar a eficiéncia do processo de imobilizacao;

Avaliar a reutilizagado da enzima imobilizada.
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