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RESUMO

O uso da enzima [-galactosidase tem se mostrado cada vez mais importante na
industria de laticinios, visto que ¢ a enzima responsavel pela reagdo de hidrolise da lactose e
consequente sintese dos monomeros glicose e galactose. Além de indispensavel na producao
de leite e derivados com baixos teores de lactose, a B-galactosidase também possui grande
aplica¢do na producao de galactooligossacarideos, importantes compostos com caracteristicas
prebidticas. Diante de tamanha relevancia na industria de laticinios e importante aplicacao
biotecnoldgica, a enzima B-galactosidase tem sido alvo de intimeros estudos objetivando sua
sintese e otimizagdo de seus processos produtivos através de diversas fontes de obtengao,
principalmente fontes microbiologicas. Neste contexto, objetivou-se neste trabalho a
realizacdo de uma revisdo bibliografica de conceitos associados a produgdo enzimatica de -
galactosidase através do estudo de suas aplicacdes e utilidades, bem como uma avaliacdo das
propriedades da enzima de acordo com sua fonte de obtencdo e condi¢des operacionais de
produgdo. Através de estudos realizados por diversos autores, foi possivel realizar uma analise
de quais fontes apresentam maiores facilidades de obtengdo e recuperacao enzimatica, bem
como uma analise de novas técnicas capazes de otimizar o processo produtivo, como por
exemplo, a utilizagdo de microrganismos recombinantes € o conceito de enzimas a frio.

Palavras-chave: B-galactosidase, lactose, producdo enzimatica, fontes microbiolédgicas.



CAPITULO 1
INTRODUCAO

Dentre os grupos que compdem a piramide alimentar, o grupo constituido pelo leite e
seus derivados apresenta-se como um dos mais importantes e fundamentais. Esses alimentos
sd0 ricos em minerais e proteinas que auxiliam na formacao dos tecidos musculares, 6sseos e
nervosos. O leite também ¢ uma importante fonte de calcio, fosforo e vitamina B12. Dentre os
componentes do leite, a lactose ¢ o carboidrato mais abundante e, quando hidrolisada,
apresenta maior poder adogante e maior solubilidade, além de apresentar diversas vantagens
adicionais que permitem a obten¢do de novos produtos economicamente atrativos, como por
exemplo, produtos com baixo teor de lactose destinados a pessoas com intolerancia a esse

componente.

A reacdo de hidrolise da lactose apresenta como produtos os monossacarideos
glicose e galactose e, esta reagdo pode ser catalisada por acidos ou enzimas. Na hidrolise
acida ha ocorréncia de reagdes paralelas complexas, enquanto que a hidrélise enzimatica se
mostra altamente seletiva e os produtos obtidos preservam as suas propriedades (LADERO et
al., 2000). Essa hidrdlise ¢é catalisada pela enzima [-galactosidase, também conhecida

popularmente como lactase.

As B-galactosidases podem ser encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais,
orgdos de animais e também sdo produzidas por uma enorme variedade de microrganismos,
tais como fungos, leveduras e bactérias, sendo as leveduras e os fungos as fontes preferenciais

desta enzima para aplicacdes comerciais (JURADO et al., 2002).

Assim, este estudo propde uma revisdo bibliografica acerca dos processos de
obtengao, aplicacdes e breve discussao de conceitos relacionados a hidrolise da lactose através

da enzima B-galactosidase.



CAPITULO 2

OBJETIVOS

Considerando a importancia da reagdo de hidrolise da lactose no processamento de
produtos com teores reduzidos deste composto e das inimeras fontes possiveis de obtencao da
enzima responsavel por essa reagdo, este trabalho se propde a elaborar uma revisdo
bibliografica dos conceitos associados a producdo de B-galactosidase. Para que o objetivo

proposto seja alcancado, foram estabelecidos alguns objetivos especificos:

e Discutir os tipos de reagdes de hidrélise da lactose;

e Realizar breve estudo dos processos de imobilizagdo e recuperagao enzimatica;

e [Estudar as aplicacdes e utilidades da f-galactosidase;

e Avaliar as propriedades das diferentes fontes de obtencdo de -galactosidase,
especialmente fontes microbioldgicas, através de trabalhos publicados por
diversos autores;

e Realizar estudo comparativo entre as diferentes fontes de obtencao.



CAPITULO 3

REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 LACTOSE

A lactose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicose, nome IUPAC), com formula
molecular C,H»,0y;, € um dissacarideo formado por mondmeros de glicose e galactose
unidos por uma ligagdo glicosidica p-1,4 (AMMAM e FRANSAER, 2010). E o carboidrato
em maior quantidade no leite, apresentando baixo poder adogante, enquanto que seus
monomeros, individualmente, sdo capazes de propiciar maior dogura aos alimentos. A
concentragdo de lactose no leite varia entre os mamiferos de 2,0 a 8,5%. No leite humano, a

concentragdo pode chegar a 7,0% (FENNEMA, 2009).

Para a industria de alimentos, a lactose apresenta propriedades fisicas e quimicas que

podem ser desejaveis ou indesejaveis, conforme dados apresentados pela Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades da lactose relevantes na industria de alimentos.

Desejaveis Indesejaveis
Apresenta sabor neutro Possui baixo poder adogante
Acentua sabores naturais Apresenta baixa solubilidade, causando
cristalizagao
Molécula ndo higroscopica Necessidade de hidrolise para absorc¢ao

pelo organismo

Participa da reagao de Maillard, desejavel
para produtos de panificagao

Auxilia na absorcao de célcio pelo
intestino

Aumenta a producao benéfica de acido
latico no intestino

Fonte: Adaptado de YANG e SILVA, 1995.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio

O realce do sabor em alguns produtos e a baixa higroscopicidade sdo consideradas
propriedades vantajosas. Por outro lado, a sua baixa solubilidade pode acarretar problemas na

textura de alguns alimentos.

Muitas aplicagdes podem ser propostas para a utilizacao da lactose, principalmente
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas em relacdo a outros agucares. Na industria de
alimentos pode ser utilizada na preparagdo de condimentos, de produtos para confeitarias,
padarias e para uso como xarope (ZADOW, 1984). Para ser transformada em lactose grau
farmacéutico, a lactose em pd € concentrada e parcialmente acidificada. Este concentrado
deve ser tratado com carvdao para a remocdo de corantes, filtrado e, apds passagem por
cristalizador evaporativo, deve ser seco ¢ moido. Para a producdo de lactose farmacéutica,
aspectos como a coloragdo da solugdo, o teor de proteinas, metais pesados, célcio, sulfatos,
cloretos e a presenga me microrganismos sdo importantes € devem ser monitorados para

garantir a qualidade e seguranca do produto final (BRANDAO, 1994).

Segundo Branddo (1994), a lactose pode ser utilizada como matéria-prima para

diversos produtos, incluindo:

e Lactosilurea, preparada pela condensagdo da lactose e ureia e utilizada como alimento
de ruminantes para a sintese de proteinas.

e Lactitol, adogante sem valor nutritivo.

e Lactulase, isomero da lactose obtido pelo tratamento do aglcar do leite em meio
alcalino. Seu uso esta relacionado ao combate & constipacgdo infantil e ao crescimento

de Bifidus bacterium bifidus na flora intestinal.

Entretanto, um problema diretamente relacionado a presenga do agucar redutor
lactose em produtos alimenticios € a intolerancia a lactose apresentada por algumas pessoas,
descrita como uma afeccdo da mucosa intestinal que incapacita a digestdo da lactose pelo
organismo devido a deficiéncia da enzima responsavel pela hidrdlise e consequente quebra da

molécula em glicose e galactose (PEREIRA FILHO, 2004).

Relacionado a problemas na esfera ambiental, a lactose presente no soro de leite dos
efluentes da industria de laticinios requer elevada DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio),
cerca de 100 vezes maior que a requerida pelo esgoto doméstico (ALENCAR, 2011). Por isso,
ha uma busca por novas alternativas para o processamento da lactose presente no soro de leite
como um passo crucial para que as industrias possam respeitar as legislagdes ambientais

referentes ao tratamento e descarte de residuos.



Diante disso, sdo clevados os interesses na redugdo dos teores de lactose em
alimentos processados, bem como a diminui¢do de sua concentracdo nos efluentes das
industrias. A alternativa para isso € a hidrolise da lactose pela quebra da ligacao glicosidica -
1,4, resultando em glicose e galactose como produtos da reagdo. No organismo, a glicose ¢
utilizada como fonte de energia e a galactose ¢ metabolizada no figado em glicose e também
passa a ser utilizada como fonte de energia, ou ainda, pode ser eliminada pela urina
(MATTAR e MAZO, 2010). Além disso, a hidrélise da lactose também ¢ importante para a
obtencdo de outras melhorias tecnologicas em derivados lacteos dentro da industria de
alimentos, como a melhor solubilidade e reducao da incidéncia de cristalizagdo em sorvetes,
doce de leite e leite condensado, além de melhorias nas caracteristicas sensoriais, tais como o
incremento no poder adogante, implicando em menor adigdo de sacarose e consequente

reducdo no teor calorico (JURADO et al., 2002).

3.2 REACAO DE HIDROLISE DA LACTOSE

A lactose ¢ um dissacarideo que ao sofrer hidrolise, forma como produtos glicose e
galactose. Esses dois monossacarideos sdo unidos por uma ligagdo entre o carbono-1 da

galactose e o carbono-4 da glicose (ZADOW, 1984).

As estruturas da lactose, galactose e glicose estdo representadas na Figura 1.

CH-OH CH->OH
O O
HO H H H H
OH H (@] OH H
H H OH
H OH H OH
Lactose
CH-,OH
O
HO H OH
OH H
H H
H OH
Galactose Glicose

Figura 1 — Estrutura das moléculas de lactose, galactose e glicose (ZADOW, 1984).



A hidrélise da lactose pode ocorrer de duas maneiras principais: por via dcida ou
enzimatica. A reacao ¢ rapida quando se usam acidos como catalisadores. A temperatura da
reacdo no tratamento acido ¢ muito maior que no enzimatico (150 °C e 30 — 40 °C,
respectivamente), entretanto, os produtos adquirem coloracdo e odor que impedem sua
utilizagdo direta pela industria de alimentos. Por outro lado, a hidrélise enzimatica pode ser
aplicada no leite ou no soro do leite sem a necessidade de tratamento prévio e assim, 0s
produtos obtidos t€m suas propriedades fisico-quimicas preservadas. Além disso, o uso de
enzimas permite condi¢des mais moderadas de temperatura e pH e ndo causa problemas nos
produtos obtidos, como por exemplo a desnaturagdo das proteinas presentes na solucdo de
lactose, a obtengdao de uma solugdo de coloragdo amarronzada e a obtencdo de subprodutos
indesejaveis, comuns pelo meio acido. Assim, para aplicacdes no setor de alimentos, o
método mais recomendavel ¢ o enzimatico (CARMINATTI, 2001). A Figura 2 mostra de

forma esquematica as duas vias principais do processo de hidrolise da lactose.

Processos de Hidrolise da Lactose

Enzimatico Acido
|
Enzima Enzim:
Enzima Livre Recuperada nzima Homogéneo Heterogéneo
ea. ~ Imobilizada
(Ultrafiltracio)

Figura 2 — Processos de hidrolise da lactose (HOBMAN, 1984).

Conforme dito, em principio, a reagdo de hidrolise da lactose forma uma mistura
isomolecular de glicose e galactose. Na pratica, dependendo das condigdes em que ocorra a
reacdo, a mistura isomolecular ndo ¢ alcancada, pois a galactose formada pode sofrer
polimerizagio ou se unir a lactose formando oligossacarideos (GEKAS e LOPEZ-LEIVA,
1985).



3.2.1 Hidroélise Acida

A hidrolise acida requer elevadas concentragdes de acidos (pH 1,0 — 2,0) e altas
temperaturas (até¢ 150 °C). Nao ¢ utilizada na industria de alimentos, pois subprodutos
indesejados sdao formados ao final da reacdo. Seu uso esta mais relacionado a formagao de um
hidrolisado que atua como substrato fonte de carbono, para produgdo de etanol por

microrganismos (HATZINIKOLAOU et al., 2005).

A hidrolise 4cida em fase homogénea (fase Unica) utiliza ions hidrogénio em solucao
(pH 1,0 a 1,5) para catalisar a hidrélise da lactose durante tratamento térmico (24 h a 60 °C ou
11 minutos a 140 °C). J& o processo heterogéneo (duas fases) utiliza uma resina de troca
catidonica onde os fon H+ estdo ligados. O processo heterogéneo ¢ o mais utilizado devido a

possibilidade de regeneragdo da resina de troca catidnica (HOBMAN, 1984).

Na hidrolise acida, um alto grau de conversdo ¢ obtido em um reduzido espaco de
tempo sob condi¢des severas. Um exemplo ¢ a obtengdo de 80% de hidrolise em 3 minutos
sob pH 1,2 e 150 °C. Durante este periodo, uma coloragdo marrom ¢ formada, sendo
necessaria uma posterior etapa de clarificagdo utilizando-se, por exemplo, carvao ativo

(HOBMAN, 1984).
Para GEKAS e LOPEZ-LEIVA (1985), as desvantagens da hidrélise acida sdo:

e Impossibilidade de aplicacdo na hidrolise do leite ou em solugdes contendo proteinas,
pois altas temperaturas e pH acido provocam a desnaturacdo dos complexos proteicos;

e A presencga de sais no soro do leite causa a desativag¢do do acido, fazendo-se necessaria
a desmineralizacao do soro (retirada de até 95% dos sais);

e Aparecimento de coloragdo marrom implica na necessidade de processos
descolorantes;

e Formagdo de subprodutos indesejaveis;

e Alto custo de aquisicdo de materiais para a construcao da planta devido aos agentes

quimicos extremamente agressivos.
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3.2.2 Hidrolise Enzimatica

A hidrélise enzimatica da lactose ¢ mais utilizada e estudada pela industria de
alimentos e a enzima responsavel por esta reacdo ¢ a enzima [-galactosidase. Esta reacdo
pode ser realizada em condi¢des mais brandas de temperatura e pH e nao causa problemas nos
produtos obtidos, como a desnaturagdo das proteinas presentes na solucdo de lactose, o
aparecimento de coloragdo marrom, o que pode implicar na necessidade de agdes
descolorantes, ¢ o surgimento de subprodutos indesejaveis, comuns nos métodos acidos.
Portanto, para aplicagcdes na industria de alimentos, o método enzimatico se mostra mais

recomendavel.

Muitos sistemas enzimaticos para hidrolise da lactose podem ser utilizados para as
enzimas tanto em sua forma livre quanto em sua forma imobilizada (FREITAS, 2007). O
importante ¢ que haja uma relagdo favoravel entre o custo da enzima e o rendimento da

hidrolise.

A hidrdlise enzimatica da lactose ¢ um processo complexo que envolve uma grande
quantidade de reagdes sequenciais, formando sacarideos como produtos intermediarios.
Durante a reacdo, outros agucares, além da glicose e galactose, sdo formados, dependendo da

origem da B-galactosidase utilizada (PRENOSIL et al., 1987).

Com o desenvolvimento de lactases comerciais, houve uma grande melhoria nas
técnicas empregadas na hidrdlise enzimatica. A enzima pode ser utilizada de duas maneiras:
em batelada (“single use”) ou imobilizada. Nos processos em batelada, a enzima adicionada
no inicio do processo de hidrélise € perdida quando o hidrolisado ¢ pasteurizado. No processo
de imobiliza¢do, a enzima ¢ fixada fisicamente ou quimicamente a um suporte sélido, de

modo a impedir sua livre circulagao (FREITAS, 2007).

Nao ha muitos trabalhos publicados que descrevem o processo de hidrolise em
batelada (enzimas livres), pois se trata de um processo inviavel comercialmente devido aos
altos custos referentes a aquisicdo de enzimas, aos efeitos da temperatura, pH e quantidade de

sais envolvidos no processo que tornam a técnica pouca aplicada (ZADOW, 1984).
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3.2.3 Formacao de Galactooligossacarideos (GOS)

Oligossacarideos sao agucares encontrados como componentes naturais em alimentos
como frutas, vegetais, leite e mel, podendo ser sintetizados enzimaticamente via
biotecnoldgica. Muitos destes oligossacarideos apresentam caracteristica prebidtica,
proporcionando efeito positivo na composi¢ao da microbiota intestinal, sendo resistentes as

acoOes das enzimas salivares e intestinais (FAI e PASTORE, 2015).

Dentre os oligossacarideos encontram-se os galactooligossacarideos (GOS),
produzidos a partir da lactose através de uma reagdo enzimatica com [-galactosidase
conhecida como transgalactosilagdo (CHEN et al., 2002). Os agucares obtidos desta reagao
sdo a glicose, a galactose e os galactooligossacarideos. Convém mencionar que outro tipo de
oligossacarideo nao digerivel e que ndo sofre transgalactosilacdo também pode ser formado a
partir da lactose por sintese quimica: a lactulose é um dissacarideo composto por uma
molécula de galactose e outra de frutose, unidas por ligacdo do tipo B-1,4 e resulta de um
processo alcali de isomerizagao da lactose, na qual a galactose ¢ isomerizada a um residuo de

frutose (AIT-AISSA e AIDER, 2014).

Os GOS sao compostos por moléculas de galactose ligadas a lactose, sendo formados
de tri a hexassacarideos com 2 a 5 unidades de galactose (SAKO et al., 1999). Sdo polimeros
unidos por ligagoes glicosidicas e a quantidade de GOS formados é dependente da fonte das
enzimas, do tempo de reacio e da concentragdo inicial de lactose (LOPEZ-LEIVA e

GUZMAN, 1995).

Dependendo da lactase utilizada, existem grandes diferencas entre a quantidade,
tamanho e tipo de galactooligossacarideos formados. A lactase obtida de Bacillus circulans
produz diversos GOS em grandes quantidades, enquanto que as extraidas de Kluyveromyces

sp produzem principalmente trissacarideos (FAI e PASTORE, 2015).

A conversao da lactose em GOS por acdo da enzima [-galactosidase € uma reagao
cineticamente controlada e responde a um modelo de competi¢do entre a reagdo de
transgalactosilagdo e hidrolise. A relacdo entre a concentracdo inicial de lactose e a
quantidade de GOS formada em um sistema, ¢ constatada, na maioria dos estudos, como

diretamente proporcional, pois esta elevaria a quantidade de sacarideos no meio e diminuiria a
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disponibilidade de agua, diminuindo assim a seletividade da hidrélise (FAI e PASTORE,
2015).

Os GOS sao classificados como prebioticos, porque além de nao serem hidrolisados
e nem absorvidos na parte superior do trato intestinal, promovem de forma seletiva o
crescimento e/ou estimulam a atividade metabodlica de bactérias benéficas a saude, sendo o
crescimento de bifidobactérias do tipo Lactobacillus bifidus considerado o principal objetivo
dos prebidticos (SANTOS, 2002). Os efeitos dessa bifido bactéria no corpo humano incluem
a recuperacao da flora intestinal apds tratamento com antibidticos até a producao de vitaminas
e outros compostos utilizados no trato intestinal, além de aumentar a tolerancia a lactose,
possuir atividade anticancerigena, estimular o sistema imunoldgico ¢ melhorar o valor

nutricional dos alimentos (MICHELON et al., 2014).

Os galactooligossacarideos podem ser usados como adogantes, em produtos de leite
fermentado, paes, geleias, bebidas e produtos de confeitaria. O pao ¢ um alimento apropriado
para a inclusdo destes. Pois durante a fermentacdo com a levedura e o cozimento, os GOS nao
sofrem degradagdo e auxiliam no sabor e textura do produto. Outros bons exemplos de
produtos com adicdo de GOS s3o os fermentados de laticinios (MARTINS e BURKERT,
2009).

A Figura 3 esquematiza um processo industrial para a produgdo de GOS. A lactose
utilizada como substrato na rea¢do ¢ geralmente purificada de soro de leite de vaca. Os
principais produtos sdo trissacarideos e poucos oligossacarideos, além de grande quantidade

de dissacarideos transgalactosilados (LISBOA, 2009).
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Figura 3 — Processo de produgdo industrial de galactooligossacarideos (LISBOA, 2009).

Prenosil e colaboradores (1987) utilizaram B-galactosidades extraidas de fungos
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae e de leveduras para comparar a producdo de
oligossacarideos na hidrolise enzimatica da lactose. Os resultados obtidos mostraram que a
lactase obtida de A. oryzae é a que fornece maior quantidade de polissacarideos,

especificamente trissacarideos e tetrassacarideos.

Em relacdo ao efeito da temperatura na sintese de galactooligossacarideos, Santos
(2006), realizou testes com B-galactosidase de Scopulariopsis sp a 35, 45 e 60°C. Quando a
temperatura do sistema de reagao era de 35°C ndo houve producdo de GOS, a 45°C verificou-
se a producdo de GOS em todos os tempos do experimento e finalmente a 60°C ndo houve
producdo de GOS, observando-se que temperaturas elevadas desfavorecem a

transgalactosilagdo.

Lisboa e colaboradores (2009) estudaram a sintese de galactooligossacarideos via
reagdo enzimatica de [-galactosidase de Kluyveromyces lactis utilizando como substrato
lactose. Para o estudo da sintese enzimatica variaram a concentracdo de lactose de 200 a 400
mg.mL" e concentragio de enzima de 5 a 10 U.mL™" a 30°C. Nessa condigo, a conversdo de
lactose a GOS foi de 65%. Além disso, observaram que a maior concentracao de lactose foi
favoravel ao mecanismo de transgalactosilagdo, enquanto que, em menores concentragdes, 0

mecanismo hidrolitico predominou.
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3.2.4 Cinética da Hidrolise da Lactose

A hidrélise da lactose tem sido modelada por diversos autores utilizando enzimas
provenientes de bactérias, leveduras e fungos. Em geral, a modelagem se baseia na equacao
de Michaelis-Menten, que fornece a relacao entre a velocidade da reacdo de hidrolise do

substrato e a concentragao do substrato limitante.

O modelo cinético geralmente utilizado para descrever a hidrélise enzimdtica da
lactose ¢ a equacdo de Michaelis-Menten com inibigdo competitiva por produto — galactose,

representada pela Equagdo 1. (YANG e OKOS, 1989).

V. Cs (1)
C + K- (1+ %)

V=

Os parametros da Equagao 1 sdo:
V= Velocidade de hidrélise (pmol.mg™".min™")
V= Velocidade maxima de hidrélise (umol.mg” .min™)
Cs= Concentracio do substrato (umol.L™)
Cp= Concentragdo do produto (umol.L™)
K., = Constante de Michaelis-Menten (;,Lmol.L'l)
K;= Constante de inibi¢ao (prnol.L'l)

Os parametros V, e Ky, caracterizam as reagdes enzimaticas que sdo descritas pela
cinética de Michaelis-Menten. Vy, ¢ dependente da concentragdo total da enzima, enquanto K,

¢ independente (FOGLER, 1992).

Na Tabela 2 sao apresentados os parametros cinéticos obtidos por alguns autores
para a enzima [-galactosidase obtida de diversas fontes na forma soluvel e insoliivel sob

diversas condi¢des de temperatura.
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Analisando os dados da Tabela 2, verifica-se a existéncia de uma ampla diferenca
entre os valores de K, ¢ Vy,.. Isto se deve principalmente a fatores como solubilidade, método
de imobilizagdo, tipo de suporte, concentracdo inicial da enzima e condi¢des de operacao
(temperatura, pH, fluxo) que podem afetar significativamente a atividade da enzima. Além
disso, cada enzima apresenta K,, caracteristico para um dado substrato e este parametro ¢
muitas vezes usado para demonstrar a forca de ligacdo de um substrato a enzima, ou seja,

enzimas obtidas de diferentes fontes apresentarao distintos valores para K.

Tabela 2 — Parametros cinéticos obtidos utilizando a enzima B-galactosidase.

Parametros cinéticos

Fonte T (°C) Vi Referéncia

K (mmol.L'l)

(pmol.mg”.min™

GUIDINI et al.,
Aspergillus 25 0.71 35.3 2011
oryzae
SELVARAJAN
Lactobacillus 50 10,88 233 etal., 2015
plantarum
YANG e OKOS,
Aspergillus niger 40 383 70,5 1989
Kluyveromyces CAVAILE e
lactis 37 123 17,3 COMBES, 1995
o . HENG e
Escherichia coli 21 570 0,23 GLATZ, 1994
SANTOS et al.,
Kluyvergmyces 40 580 23 2002
marxianus
Aspergillus 35 2.56 52.3 FREITAS et al.,

oryzae 2011
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3.3 ENZIMAS

As enzimas sao biocatalisadores de natureza proteica ou glicoproteica, com atividade
intra ou extracelular, e apresentam como funcdo o aumento da taxa de uma reagdo
bioquimica, através da reducdo da energia de ativacdo, sem alterar o equilibrio da reacao
(DEVLIN, 2008). Com enzimas, a catalise ¢ realizada em condi¢des brandas e na maioria das
vezes em solucdes aquosas a pressoes € temperaturas amenas, além disso, as enzimas

apresentam alto grau de especificidade em relagdo ao substrato.

As enzimas utilizadas nos setores industriais sdo quase em sua totalidade produzidas
por microrganismos. A tecnologia enzimatica surgiu como area de investiga¢do durante a
década de 60, com a imobilizagdo de enzimas para uso em processos quimicos

(KRAJEWSKA, 2004).

O uso de enzimas se torna interessante quando permite que pequenas quantidades
sejam suficientes para catalisar reagdes especificas devido a sua grande eficiéncia em
condi¢des moderadas. Sua alta seletividade faz com que as enzimas sejam extremamente uteis
em processos envolvendo oxidagdes, condensagdes ou hidrolises, principalmente se o produto

final possuir fins alimenticios (VIEIRA, 2009).

O poder catalitico e seletividade das enzimas dependem da manutencao de estruturas
e propriedades tais como pH, temperatura e solventes hidrofébicos que podem causar a

inativacao da enzima.

As enzimas foram classificadas pela Unido Internacional de Bioquimica e
organizadas em seis classes distintas, de acordo com a natureza da reagdo catalisada

(DEVLIN, 2008):

e Oxirredutases: catalisam as reacdes de oxirreducao;

e Transferases: catalisam a transferéncia de grupos quimicos de uma molécula para
outra;

e Hidrolases: catalisam as reagdes de hidrolise, onde ocorre a adi¢do da molécula de
agua a uma ligagao quimica;

e Liases: catalisam a separagdo de ligagdes entre carbonos;

e [somerases: catalisam rearranjos estruturais de moléculas;
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e Ligases ou sintetases: catalisam a formagdo de novas ligacdes, mas precisam de

energia, logo ha consumo de ATP.

A atividade de uma enzima ¢ altamente dependente de fatores e condi¢des sob as

quais uma reag@o ocorre, como por exemplo, temperatura e pH.

A temperatura ¢ um fator relevante na velocidade da maioria das reagdes quimicas,
pois em baixas temperaturas observa-se uma menor agitacdo das moléculas e
consequentemente, uma insuficiente energia de ativagdo para a ocorréncia de uma reacao. No
entanto, em reagdes que envolvem enzimas, o aumento da temperatura pode apresentar efeito
inverso quanto a velocidade de reag¢do, podendo levar a desnaturacdo enzimatica. Assim, a
elevagdo da temperatura para melhor atividade das enzimas ¢ limitada pela estabilidade da
proteina (KIELING, 2002). A estabilidade térmica das enzimas influencia sua aplicagdo em

processos biotecnoldgicos e sua utiliza¢do industrial.

A concentragdo de ion hidrogénio (H") esté relacionada a estrutura tridimensional da
enzima e sabe-se que uma diminui¢do na concentragdo desses ions, ou seja, uma diminui¢ao
do pH, pode alterar a estrutura das enzimas e levar a desnaturagdo das mesmas. Assim, ha um
pH no qual se observa a melhor condi¢do de atividade catalitica das enzimas, chamado pH

6timo (KIELING, 2002).

3.3.1 Imobilizaciao Enzimatica

Os principais problemas da utilizagdo de enzimas soliveis sdo o alto custo de
producdo e purificacdo, a instabilidade da estrutura tridimensional quando isoladas do seu
ambiente natural e a perda de atividade devido as condi¢des do processo ou inibi¢cdo pelo
substrato ou produto. Isto resulta em um tempo de meia-vida operacional curto e,
consequentemente, um custo elevado. Além disso, muitas enzimas atuam na forma soltivel em
meio aquoso (catalise homogénea), na qual contaminam o produto desejado e ndo podem ser

recuperadas do meio reacional na forma ativa (KRAJEWSKA, 2004).

Um dos meios de se evitar a perda da enzima ¢ a utilizagdo de reatores com
membrana, através dos quais € possivel o processo de ultrafiltragdo para separar a enzima, por
exemplo, a B-galactosidase, dos produtos de baixa massa molecular formados na hidrolise. As

vantagens desse método sdo a utilizagdo de enzimas em sua forma livre com possibilidade de
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reutilizacdo das mesmas e menor inibi¢do da reacdo pelos produtos formados, uma vez que
sdo retirados continuamente do reator. A desvantagem ¢ a necessidade de dois processos:

hidrélise da lactose e separagdo dos produtos (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985).

Outro processo que permite a recuperacao e reutilizacdo de enzimas ¢ o processo de
imobilizacdo, um termo genérico empregado para descrever a retencdo de uma biomolécula
no interior de um reator ou de um sistema. No caso das enzimas, a imobiliza¢do consiste no
confinamento da proteina em um suporte sélido insoltivel em meio aquoso e em solventes
organicos, ¢ pode ser usada isolada ou em combinagdo com outras técnicas de estabilizagao de
proteinas, considerada uma das ferramentas mais eficientes para alterar a especificidade,
seletividade, atividade e estabilidade das enzimas. Em comparacdo com as enzimas soluveis,
as enzimas imobilizadas sdo mais robustas e mais resistentes a mudancas do ambiente
reacional, incluindo influéncias de temperatura, pH e solventes organicos (MENDES, 2011).
Outras importantes vantagens das enzimas imobilizadas em comparacdo com as enzimas
soluveis sdo a possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador, a facilidade de separagdo do
catalisador ¢ do produto da reagcdo e de interrup¢do da reacdo, quando se atinge um

determinado grau de conversao, além da possibilidade de conduzir processos continuos.

Entretanto, dependendo da relagdo entre o custo do suporte e a estabilidade do
derivado imobilizado, a imobilizacdo, ao invés de reduzir o custo de um determinado

processo, pode torna-lo ainda mais oneroso.

Devido as diferentes caracteristicas e composi¢des quimicas das enzimas, diferentes
propriedades do substrato e do produto e a finalidade de aplicacdo do produto final obtido,
nao ha um método Unico aplicavel na imobilizacdo de enzimas. Assim, para cada aplicacio de
enzima imobilizada, ¢ necessario escolher o procedimento mais simples e de menor custo que
resulte numa imobilizagdo com boa retencdo de atividade e alta estabilidade operacional

(BASSETTIL, 1995).
Bassetti (1995) cita algumas vantagens da utiliza¢do de enzimas imobilizadas:

e Uso da mesma enzima por um periodo de tempo maior.
e Processos operados continuamente e de facil controle.
e Facilidade na separagao do produto final.

e Condicdes de operagdo mais brandas.

e Facilidade de interrupgao da reagao.

e Maior estabilidade ao pH e temperatura.
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ApoOs a imobilizagdo, a atividade da enzima pode ser reduzida, sendo necessarios
cuidados especiais para evitar a contaminagdo, que pode provocar a sua perda (LOPEZ-

LEIVA e GUZMAN, 1995).

Os principais componentes de um sistema de enzimas imobilizadas sdo: a enzima, o
suporte e 0 modo de ligagdo ao suporte. Como componentes adicionais que contribuem para o
melhor desempenho da enzima, e devem ser levados em consideragdo na avaliacdo do
sistema, tem-se: pH, temperatura, forga idnica, pressdo, agitacao, liberacao do substrato com a
remogao dos produtos. Estes fatores influenciam no desempenho do suporte e, portanto,
afetam o comportamento da enzima. O material do suporte deve ser efetivamente inerte,
conter um grande nimero de sitios para a imobiliza¢do da enzima e impor a menor quantidade
de limitagdes para a ocorréncia da reacao. Os suportes mais utilizados para a imobilizagdo das
enzimas incluem vidro poroso, resinas de troca idnica, policrilamida e colageno (BASSETTI,

1995).

A estabilidade da enzima apresenta melhora significativa quando se emprega uma
técnica adequada de imobilizagdo. No caso das [-galactosidases, existem varios
procedimentos de imobilizagdo: fixagdo ou unido a suportes porosos por adsor¢do, interagao
ionica, afinidade, formacdo de complexos com metais (quelagdo) e formagdo de ligagdes

covalentes (LADERO et al., 2000).

A Figura 4 ilustra métodos de imobilizagdo enzimatica.

| mMEToDOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS |

| |

Ligacdo a Retencio Fisica Ligacio
Suportes T Cruzada
[ ¥ *
P . €
CIN& /| | e
IEm matriz I IEm microcapsula l [ Em membrana |

G

I Adsorgao Fisica I

| Ligagao Covalente|

[ Ligacao lénica l

Figura 4 — Métodos de imobiliza¢ao de enzimas (FISCHER, 2010).
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A Tabela 3 apresenta as principais vantagens e desvantagens de algumas técnicas de

imobilizacao.

Tabela 3 — Comparagao entre técnicas de imobilizagao.

Técnica

Vantagens

Desvantagens

Adsorcao fisica

Simples e barata

Reagentes quimicos
ndo sdao necessarios

Baixa probabilidade de
desnaturagao das
enzimas

Pode ocorrer desor¢ao
devido a ligagdo fraca

O suporte tende a
absorver outras
espécies, como
proteinas

Adsorcao + ligaciao
cruzada

A desvantagem da
adsor¢ao simples ¢
evitada

Nao ¢ tao simples
como a adsor¢ao

Sdo utilizados
reagentes quimicos

Ligacao covalente

Ligacao muito forte

Enzimas ndo se soltam
do suporte

Utilizacao de reagentes
quimicos ndo aceitos
no processamento de
alimentos

Fixacao em gel

Poucas alteragdes nas
propriedades cataliticas

Grande quantidade de
células podem ser
imobilizadas

Reagentes quimicos
ndo sao necessarios

Limitagoes difusionais

Limitada a substratos
de baixa massa
molecular

Fixacao em fibras

Enzima extremamente
estavel

Baixo rendimento

Fenomeno controlado
pela difusdo nos poros

Fonte: GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985,
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3.4 B-GALACTOSIDASE

Lactase ¢ o nome popularmente utilizado para a enzima [(-galactosidase
(E.C.3.2.1.23). As B-galactosidases foram descritas pela primeira vez em 1889 pelo professor
Martinus Beijerinck, membro do Departamento de Microbiologia da Universidade de Delft.
Nesse periodo, Beijerinck notou que algumas leveduras do género Saccharomyces
apresentavam capacidade de fermentacdo da lactose em monossacarideos. Mesmo em
condi¢des rudimentares e sem muitos recursos, ele foi capaz de precipitar e isolar as enzimas
das culturas de leveduras, e por mais de 30 anos desenvolveu estudos que se tornaram

fundamentais para a microbiologia e enzimologia moderna (GODOY, 2016).

A B-galactosidase ¢ classificada como uma hidrolase com capacidade de transferase
para grupos galactosila. A B-galactosidase possui duas atividades cataliticas. Primeiramente a
[-galactosidase catalisa o residuo terminal B-galactopiranosil da lactose (Gal B1-4 glc) para
formar glicose e galactose, enriquecendo o produto hidrolisado com galactooligossacarideos.
Depois a enzima converte a lactose em outro dissacarideo, a alolactose. A enzima ¢ bastante
especifica para o acglcar na posi¢do galactosil, mas ¢ habilitada para hidrolisar B-D-
galactopiranosideos com uma ampla variedade de aglicona. Por essa particularidade, a
alolactose ¢ finalmente convertida pela enzima em glicose e galactose (MORTOZA, 2012). A

Figura 5 mostra a atividade catalitica da -galactosidase sobre a molécula de lactose.

B—gal
&/ﬂ allolactose
m P-gal HoH | f-gal

-
lactose i

ouluctose
falactose glucose

Figura 5 — Esquema representativo da atividade catalitica da B-galactosidase frente a molécula
de lactose (MATTHEWS, 2005).
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As B-galactosidases sdo encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais, animais
€ microrganismos, € assim, suas caracteristicas variam de acordo com sua origem (LADERO
et al., 2000). A B-galactosidase pode ser encontrada em améndoas, péssegos, damascos e
magcas, assim como em alguns 6rgdos de animais como intestino, cérebro e placenta. Porém, a
extragdo da P-galactosidase destas fontes apresenta alto custo e baixo rendimento, por
apresentarem baixa concentragdo da enzima. Desta forma, a [-galactosidase ¢ obtida
principalmente a partir de microrganismos, especialmente fungos filamentosos, leveduras e

bactérias.

A preferéncia das industrias ¢ por microrganismos que nao tragam riscos a saude,
portanto, tendem a utilizar espécies classificadas pelo departamento do governo dos Estados
Unidos FDA (Food and Drug Administration) como GRAS (Generally Recognized As Safe —
geralmente conhecidos como seguros) e de acordo com a Unido Européia, Q.P.S (Qualified

Presumption of Safety) (LANE e MORRISSEY, 2010).

As propriedades das P-galactosidases dependem de diversos fatores e variam de
acordo com o microrganismo fonte. A lactose € o substrato natural mais utilizado para a acao

dessas enzimas.

A B-galactosidase teve a sua estrutura determinada primeiramente, como um cristal
monociclico com quatro tetrdmeros independentes em uma unidade assimétrica
(MATTHEWS, 2005). Outra forma de cristal foi identificada, esse era formado por um unico
tetrAmero em uma unidade assimétrica (JUERS et al., 2000). Os tetrAmeros da -galactosidase
sdo compostos por quatro cadeias de polipeptideos, cada uma contendo 1023 aminoacidos

(FOWLER et al., 1978).

3.4.1 Aplicacoes de B-Galactosidases

Os mamiferos em geral sdo animais relativamente dependentes da producao de B-
galactosidase no intestino. A auséncia desta enzima implica na ndo digestdo da lactose
consumida e, neste sentido, a enzima [-galactosidase desperta grande interesse a saude

humana.

A ingestdo oral direta da B-galactosidase por pessoas intolerantes a lactose ¢ uma

forma diferente de aplicacdo da B-galactosidase, visando a remocao da lactose do leite e seus
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derivados. A vantagem deste método ¢ a flexibilidade: ndo ¢ necessaria a hidrélise da lactose
no produto e ndo ha nenhuma demora na hidrélise em nivel intestinal (SUAREZ, 1987). A B-
galactosidase derivada de Aspergillus oryzae, oralmente administrada, foi efetiva na
prevengdo da ma absor¢do da lactose em criancas. Existe uma variedade para administracao
oral, entretanto, o tratamento ndo ¢ indicado para os individuos que ingerem a lactose
equivalente a um copo de leite ou menos por refeigdo (MORIWAKI, 2010). O uso da B-
galactosidase, produzida através de microrganismos, como suplemento digestivo, vem sendo
estudado, mas ainda € necessario mais pesquisas para que se obtenha um produto totalmente

seguro e eficaz (MORTOZA, 2012).

Além da ingestio da B-galactosidase, esta enzima vem sendo aplicada na industria de
laticinios para hidrolisar a lactose do leite obtendo-se assim, alimentos com baixos teores de
lactose, melhorando a solubilidade e digestibilidade do leite e derivados lacteos, ideais para
consumidores intolerantes a lactose (SANTIAGO et al., 2004). A preocupacdo com uma
alimentagdo com efeitos benéficos para a satide tem aumentado a demanda por produtos

alimenticios com essas caracteristicas, dando suporte a novas pesquisas na area.

Conforme ja citado anteriormente, existem duas formas de se fazer a hidrolise da
lactose: hidrélise acida ou enzimatica. Quando se utiliza 4cidos como catalisadores, a reagao ¢
extremamente rapida. A temperatura no tratamento acido ¢ bem maior que no enzimatico
(150°C e 30°C, respectivamente), mas os produtos adquirem colora¢do e odor que impedem a
sua utilizacdo direta com alimentos. A hidrdlise enzimatica pode ser aplicada no leite ou soro
sem um tratamento prévio e os produtos obtidos preservam as suas propriedades aumentando

o seu poder adocgante relativo (LADERO et al., 2000).

Em um estudo baseado no fato de que a hidrélise da lactose promove uma redugdo
no ponto de congelamento, aperfeigoou-se a utilizacdo do soro em produtos congelados
derivados do leite. O tratamento com B-galactosidase de sorvetes, leite gelado, leite batido e
sobremesas resfriadas de baixa caloria contendo soro, resultou em produtos com boas
caracteristicas fisicas e qualidade organoléptica. Segundo esse mesmo estudo, a f3-
galactosidase reduz o problema associado com a cristalizacdo da lactose, aumenta a dogura e
permite a redug¢do da sacarose nas formulacdes e pode melhorar as caracteristicas de

qualidade, tal como consisténcia (KLEIN, 2010).

Além do leite, uma das principais fontes de lactose ¢ o soro do leite, subproduto
fundamental na fabricagdo de queijos. Cerca de 9 litros de soro de leite sdo gerados durante a

fabricagdo de 1 kg de queijo. Tendo assim, cerca de 160 milhdes de toneladas de soro de leite
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produzidas no mundo anualmente. A industria de laticinios tem problemas com o excesso de
soro produzido e a forma como este deve ser descartado. O desenvolvimento de novos
produtos e a expansao do mercado da lactose do soro, bem como a tecnologia que possibilite
o processamento economico do soro e fabricagdo de produtos com lactose hidrolisada, sao
essenciais para converter os gastos no tratamento destes residuos em produtos benéficos para
a industria de derivados do leite (MORIWAKI e MATIOLI, 2010). Cepas de Saccharomyces
cerevisae podem ser usadas para producao de etanol a partir do soro de queijo hidrolisado,

tendo aplicag@o ndo sé na industria de alimentos (ZADOW, 1984).

Outra utilidade da B-galactosidase vem sendo ressaltada por sua propriedade de gerar
derivados de lactose através da transgalactosilagdo para formagao de galactooligossacarideos
(GOS), considerados alimentos funcionais. Por ndo serem digeridos, os GOS podem alcangar
a microbiota do cdlon e promover a proliferagcdo de bifidobacérias, o que faz deles

importantes aditivos em formulas infantis e em outros produtos lacteos (RUBIO, 2006).

A B-galactosidase pode ser aplicada na industria de duas formas: como “free
enzyme”, enzima em solu¢do, ou como uma enzima imobilizada em biorreator (GANZLE et
al., 2008). A abordagem “free enzyme” ¢ uma técnica simples, mas a enzima solavel
dificilmente pode ser reutilizada, o que representa uma desvantagem, pois eleva os custos das
preparagdes enzimadticas. No entanto, tecnologias de membranas, a maioria baseadas em
membranas de ultrafiltragdo, tem sido exploradas para a recuperagao e reutilizagdo da enzima
soluvel. A tecnologia de imobiliza¢do em biorreator proporciona a reciclagem da enzima e a
possibilidade de operagdo continua, e pode em alguns casos resultar em maior estabilidade da
enzima. A principal desvantagem ¢ a pouca permeabilidade das membranas celulares a
lactose, embora a permeabilidade das células microbianas possa ser aumentada através de

tratamentos com agentes quimicos, detergentes ou solventes (OLIVEIRA, 2005).

3.5 FONTES DE OBTENCAO DA B-GALACTOSIDASE

Apesar da possibilidade de obtencdo da P-galactosidase por diferentes fontes, tais
como fontes vegetais € animais, os microrganismos sdao atualmente os principais meios de
producao de B-galactosidases e da grande maioria das enzimas de uso comercial. Isso se deve

ao fato de apresentarem um alto rendimento e custos relativamente nao tdo elevados quando
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comparados com as tradicionais fontes de enzimas extraidas de animais e vegetais (KIRK et

al., 2002).

Segundo REGULY (2000), a selecao ou escolha de um microrganismo apropriado ¢
0 primeiro € mais importante passo para a producdo de enzimas. A escolha do microrganismo

deve levar em consideracao, entre outros fatores:

e A facilidade de cultivo, em substratos simples e econdmicos;

e A estabilidade em suas caracteristicas genéticas de produtor de determinada enzima;

e As exigéncias nutritivas;

e A facilidade de recuperagao da enzima a partir do meio, pelos métodos de extragao,
concentragdo e purificacao;

e A isencdo de formagdo de produtos toxicos;

e A aprovacdo pelos orgdos responsaveis, quando se trata de enzima para uso

alimenticio.

Nem todas as lactases sdo seguramente reconhecidas ou aceitas para utilizagdo na
industria de alimentos. A enzima obtida de Escherichia coli, por exemplo, ¢ a lactase mais
conhecida a niveis estruturais e cataliticos, entretanto, ndo ¢ recomenddvel para uso em
processos alimenticios devido aos riscos de toxicidade associados aos extratos brutos de
coliformes. Enzimas extraidas de A. niger, A. oryzae e Saccharomyces sp sdo consideradas
seguras, devido ao historico de suas aplicacdes e aos numerosos estudos ja realizados

(MORTOZA, 2012).

A Tabela 4 apresenta as principais fontes microbiologicas para obten¢ao da enzima

[-galactosidase.
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Tabela 4 — Possiveis fontes microbioldgicas de obtencao de -galactosidase.

LEVEDURAS Kluyveromyces sp

Candida pseudotropicalis

Saccharomyces sp

BACTERIAS Escherichia coli
Lactobacillus bulgaricus
Bacillus sp

Streptococcus lactis

FUNGOS Aspergillus oryzae

Aspergillus niger

Fonte: Modificado de FISCHER, 2010.

Como resultado das diferentes fontes de obtengdo e dos distintos métodos de
preparacdo comercial, as B-galactosidases apresentam diferencas importantes e significativas
em varias de suas propriedades. A Tabela 5 apresenta algumas propriedades das enzimas

lactases microbianas.

As propriedades das B-galactosidases dependem de diversos fatores e variam de
acordo com o microrganismo produtor. A -galactosidase extraida da Escherichia coli possui
0 maior peso molecular, enquanto os mais inferiores foram observados em enzimas extraidas
de Aspergillus niger e Kluyveromyces lactis. A temperatura e o pH 6timos diferem de acordo
com a fonte de obten¢do de cada enzima e também de acordo com o método de preparagio
comercial. O método de imobilizagdo da enzima e o tipo de suporte também podem
influenciar as condi¢des 6timas de operagdo (GEKAS ¢ LOPEZ-LEIVA, 1985). As enzimas
com pH 6timo acido e temperatura 6tima relativamente alta sdo convenientes para a hidrolise
de lactose em meio acido. Comparada com a B-galactosidade de bactérias e leveduras, as
fingicas sdo proteinas relativamente pequenas, que ndo requerem ions metalicos para a

estabilidade ou atividade, uma grande vantagem em processos alimenticios.

As enzimas de origem fungicas, como Aspergillus niger e Aspergillus oryzae sao
relativamente pequenas, independentes de metais, sdo ativas quando em pH acido e, portanto,
utilizadas na maioria das vezes para hidrolise em ambientes dcidos. A B-galactosidase de 4.
oryzae ¢ comparativamente mais barata, porém, ¢ menos estavel e com elevada atividade na

sintese de oligossacarideos (YANG e OKOS, 1989).
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A lactase de Kluyveromyces fragilis, atualmente chamada K/uyveromyces marxianus,
¢ uma enzima completamente dependente de metais como Mn+, Mg+ e K+. Os metais e as
enzimas estdo envolvidos em uma reagdo reversivel que promove a formacdo de um
complexo enzimatico. Esse complexo enzima-ion metalico ¢ 50% mais ativo do que a enzima
sozinha (LADERO et al, 2000). Além disso, as enzimas de leveduras do género
Kluyveromyces sdo ativas a pH neutro e, portanto, eficientes na hidrolise do leite e do soro
doce. Sao menos estaveis quando comparadas as fungicas e devem ser utilizadas somente em

temperaturas moderadas.

Tabela 5 — Propriedades de algumas -galactosidases microbianas.

Peso
Fonte , pH pH Cofat(’)rfes T?Ipperitura molecular  Referéncia
otimo estabilidade necessarios otima (°C)
(kDa)
Aspergillus GEKAS ¢
3-4 2,5-8 Nenhum 55-60 124 LOPEZ-
oryzae LEIVA, 1985
Aspergillus - 5 3,5-8 Nenhum 50— 55 90 GEKAS e
niger LOPEZ-
LEIVA, 1985
Kluyveromyces 6.6 6.5_75 Mn2 K 37 201
fragilis > P n-, MARIOTTI,
2000
Kluyveromyces 6,9 - 42 apat
lactis 73 7-1,5 Mn'“, Na 35 135 MARIOTTIL,
2000
ESC}’”Z’.‘:}”“ 7,2 6-8 Na', K* 40 540 GEKAS ¢
coil LOPEZ-
LEIVA, 1985
. GEKAS e
Lactobacillus ¢ i . 55 540 LOPEZ-
thermophtius LEIVA, 1985

Apesar dos extensos estudos e tecnologias empregadas para obtencdo de [-

galactosidases de diversas fontes, ainda existe grande procura por enzimas com propriedades
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superiores, tais como melhor estabilidade térmica a pH neutro e boa atividade a baixas
temperaturas. Algumas fontes originadas de microrganismos termofilos sdo muito

interessantes em relagdo a termo estabilidade da enzima (FISCHER, 2010).

3.5.1 B-Galactosidases de Leveduras

As leveduras sdo fungos unicelulares, nao-filamentosos, com parede celular rigida e
de formato esférico ou oval (MARQUEZ et al., 2005).

Ainda que possam ser obtidas por diversas fontes microbianas, as f-galactosidases de
leveduras apresentam elevado potencial de uso, especialmente em escala industrial, uma vez
que apresentam capacidade de crescimento a elevadas temperaturas resultando em uma maior
conversao em menor tempo de residéncia. Com lactose como substrato, as leveduras do
género Kluyveromyces apresentam vantagens quando comparadas as dos géneros
Saccharomyces, pois apresentam maiores niveis de crescimento e alta produtividade
enzimatica. Além disso, sdo parte da categoria de microrganismo de consumo humano seguro

(LIMA, 2012).

Dentre as Kluyveromyces mais utilizadas para producdo de enzimas lactases se
destacam as espécies K. lactis ¢ K. marxianus. Estas apresentam bastante similaridade
genética, sdo cerca de 99% idénticas do ponto de vista de sequéncia dos genes (PEREIRA-
RODRIGUEZ et al., 2012), e portanto, sdo utilizadas de forma semelhante com a mesma

finalidade e sob as mesmas condig¢des operacionais.

As linhagens de Kluyveromyces marxianus sdo isoladas a partir de variados habitats,
fazendo com que apresentem diversidade metabdlica, possibilitando uma vasta gama de
aplicagdes biotecnoldgicas (FONSECA et al.,2008). Além da produg¢do enzimatica, sdo
amplamente utilizadas nos processos biotecnologicos para a produciao de alimentos, bebidas,
quimica fina, farmacéutica e de reagentes (WAITES et al,, 2001). Apresentam alta capacidade
respiratoria e grande afinidade com oxigénio. Outra caracteristica que justifica o grande uso
em escala industrial € seu crescimento a elevadas temperaturas (40°C), diminuindo-se assim
os custos de resfriamento e os riscos de contaminacao e altas velocidades de crescimento

(FURLAN et al., 1995).

As P-galactosidases provenientes de leveduras do género Kluyveromyces sao

intracelulares, e devido a essa natureza intracelular, a enzima necessita ser extraida da célula
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da levedura pela ruptura ou permeabilizagdo da mesma através de substancias quimicas e/ou
tratamentos mecanicos. Sao induzidas por lactose e galactose e produzidas em sua maioria por
cultivo submerso. Por apresentarem pH 6timo na regido neutra, sao bem adaptadas para
hidrolise da lactose do leite. Entretanto, sdo fortemente inibidas pela alta concentracdo de
calcio no leite e pequenas concentragdes de sodio. Sdo também inibidas pela galactose

(competitivamente) e glicose (ndo-competitiva) (LADERO et al., 2000).

Cada espécie de levedura apresenta um comportamento referente ao metabolismo de
agucares. Em Saccharomyces cerevisae, por exemplo, a orientagdo metabdlica a ser seguida
depende da concentracdo inicial de agucar no cultivo. Em Kluyveromyces, a escolha entre
respiragdo e fermentacdo ¢ controlada pelo nivel de oxigenagdo do cultivo (SILVEIRA et al,

2005).

Fisiologicamente as leveduras podem ser classificadas quanto ao oxigénio como:
aerdbias estritas, que necessitam de oxigénio para metabolizar carboidratos (DINIZ, 2009);
facultativas, que crescem tanto na presenca quanto na auséncia de oxigénio; anaerdbias
facultativas suportam até uma baixa concentragdo de oxigénio e anaerobias estritas, ndo
suportam oxigénio (BLANK et al., 2004). A Kluyveromyces marxianus € classificada como
facultativa, sendo capaz de gerar energia tanto por respiragdo como por fermentagdo
alcodlica, mas preferencialmente segue a respiragdo e sO produz etanol em condigdes

limitadas de oxigénio (LANE e MORRISSEY, 2010).

3.5.1.1 Estudos Referentes a B-Galactosidases de Leveduras

Ao longo dos anos, diversos estudos foram realizados e a literatura apresenta

diversos trabalhos referentes a produ¢ao de B-galactosidases por leveduras.

Schneider e colaboradores, em 1996, estudaram K.marxianus CBD 002 para
producdo de B-galactosidase utilizando melago de cana-de aglicar como substrato fonte de
carbono. Observaram atividade enzimdtica desprezivel em meio de cultivo apenas com
melago, entretanto, ao utilizarem melago enriquecido com extrato de levedura e peptona,

chegaram a altos indices de atividade da enzima.

Em 1999, Rech e colaboradores, utilizando soro de queijo como substrato,

determinaram as condicdes ideais para crescimento das leveduras K. marxianus CBS 712 e K.
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marxianus CBS 6556 objetivando a produgdo de [-galactosidase. Valores de pH e
temperatura ideais de crescimento foram, respectivamente, 5,5 e 35-37 °C para ambos
microrganismos. Para a cepa CBS 6556, o meio de cultura soro de queijo in natura (7% m/v)
se mostrou ideal, enquanto para a cepa CBS 712, soro de queijo suplementado com extrato de
levedura (1% m/v) apresentou melhores resultados. Por utilizar substrato mais simples e de
menor custo, a levedura K. marxianus CBS 6556 foi submetida a testes de otimizagao do
processo em soro de queijo concentrado (21% m/v), apresentando maior producdo de B-

galactosidase (800 U.mg™' de célula ou 10 U/mL).

Em 2003, Alejandra e colaboradores, produziram a enzima P-galactosidase de K.
lactis empregando soro lacteo desproteinizado como substrato. O processo foi otimizado
através do emprego da metodologia de superficie de resposta e durante os experimentos
quatro fatores foram empregados para a determinacdo da atividade enzimadtica: temperatura,
pH, velocidade de agita¢do e tempo de fermentacdo. Observaram que as melhores condi¢des
de operacdo foram temperatura de 30,3 °C, pH 4,68, agitacdo de 191 rpm e tempo de

fermentagdo de 18,5 horas. Nessas condi¢des a produgdo enzimatica foi de 8,3 U/mL.

Também em 2003, Rajoka e colaboradores utilizaram diferentes substratos para a
producdo de P-galactosidase: lactose, galactose, celobiose, xilose, arabinose, sacarose e
glicose em diferentes frascos sob agita¢do utilizando a levedura K. marxianus. O tipo de
substrato e a temperatura de reagdo foram as varidveis de estudo para a avaliagdo do
crescimento especifico e taxa de produgdo enzimatica. Lactose (2% m/v) apresentou maior
rendimento na produgdo, seguida por galactose, sacarose, celobiose, xilose, arabinose e

glicose. A temperatura de maxima produtividade foi de 35 °C.

Silva (2009) estudou a produgdo e purificagdo de B-galactosidase de K. marxianus
CCT 7082 através de sistema aquoso bifasico (SAB). A producdo da enzima se deu por
fermentagao submersa em frascos sob agitacao de 180 rpm empregando lactose como fonte de
carbono. O cultivo foi feito em incubadora rotatoria a 30 °C durante 96 horas. A enzima [3-
galactosidase foi extraida através do rompimento das células da levedura. Para isso foram
adicionadas 1,1 g de pérolas de vidro com didmetro entre 0,6 ¢ 0,8 mm, para cada mL de
suspensao de células. A suspensdo foi agitada em um vortex por 40 min, € em seguida
centrifugada a 6000 rpm durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante, livre de células, foi utilizado
para medida da atividade enzimatica. A atividade enzimadtica foi determinada usando o-
nitrofenil-f-D-galactopiranosideo (ONPG) como substrato. No processo de purificagdo, o

sistema era formado por polietilenoglicol (PEG) e tampao fosfato de potassio, utilizando-se
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diversas massas molares do polietilenoglicol, variando o pH da enzima e do sistema em 6, 7 e
8. Foram testados diferentes pontos na regido bifasica de cada sistema variando as
concentracoes de PEG e tampao fosfato de potassio. A enzima [B-galactosidase apresentou
comportamento distinto ao longo das variacdes de cada sistema obtendo o melhor resultado
utilizando as concentragdes 27% PEG 8000 e 10% sal no pH 8,0 atingindo fator de

purificacdo de 10,1 vezes e recuperacao de 175,2% na fase de fundo.

Scholz (2011) estudou a cinética de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 a partir de
fontes alternativas de carbono e nitrogénio visando a producdo de (-galactosidase, avaliando
o efeito das concentragdes dos substratos, da temperatura e da agitacdo sobre o crescimento
celular e a producdo da enzima. Avaliou-se como fonte de carbono o soro de queijo oriundo
da industria de laticinios e como fontes de nitrogénio a agua de maceracdo do milho,
milhocina, e um extrato bruto de levedura. Os experimentos foram conduzidos em frascos de
Erlenmeyer aletados de 1000 mL contendo 300 mL de meio de cultivo, por 24 h com agita¢do
de 120, 180 ou 220 rpm, conforme o ensaio. As temperaturas avaliadas foram 30, 37 e 44 °C.
Em paralelo observou-se a produgdo de etanol, em diferentes concentragdes, de acordo com a
agitacdo e a concentracdo inicial de lactose contida no soro de queijo. Observando as curvas
de crescimento e os valores dos fatores de conversdo, assim como o0s parametros
significativos apontados no tratamento dos dados, conclui-se que o experimento contendo
soro de queijo (125 mL/L) e milhocina (9 g/L) conduzidos em 44 °C e 220 rpm foi o mais
indicado para a producdo de P-galactosidase. E para o crescimento celular da levedura
conclui-se que o experimento contendo soro de queijo (125 mL/L) e milhocina (3 g/L), em 30
°C e 220 rpm foi a melhor condi¢do. A enzima produzida se mostrou estavel nas temperaturas
de 30 e 37 °C, sendo estas as melhores temperaturas para a atividade enzimatica de -
galactosidase. A enzima apresentou-se estavel durante 8 dias, quando armazenada de forma
refrigerada e congelada e quanto ao pH, se mostrou estavel em pH 6 e 7. Diante dos
resultados, concluiu-se que as fontes alternativas de carbono e nitrogénio avaliadas foram
satisfatorias para o crescimento de Kluyveromyces marxianus CBS 6556, assim como para a

producdo da enzima B-galactosidase.

Al-jaizairi e colaboradores (2015) estudaram a influéncia de cinco parametros,
incluindo a concentracdo inicial de agucar, velocidade de agitagdo, pH inicial, tempo de
incubacdo e a temperatura na otimizag¢do da producdo de B-galactosidase em meio contendo
lactose como fonte de carbono por Kluyveromyces marxianus DIYS11 e usando metodologia
de superficie de resposta (RSM) como andlise estatistica. As condigdes ideais que indicaram a

maior atividade enzimatica foram a concentracio de agticar a 10%, velocidade de agitagcdo de
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250 rpm, pH 3, tempo de incubacdo de 64 horas e temperatura 20 °C, que gerou 4997
U/mL/min, o que indica K. marxianus DIYS11 um organismo promissor para a [3-

galactosidase industrial.

Erich e colaboradores (2015) com o intuito de obter uma enzima [-galactosidase com
melhores propriedades cinéticas (maior afinidade com lactose, representada pelo parametro
K., e menor inibicdo pelo produto galactose, representada por K;) estudaram a producgdo de
enzima recombinante de Kluyveromyces lactis em Escherichia coli através de um biorreator.
Encontraram seis novas [-galactosidases metagenomas (M1-M6). Os experimentos foram
conduzidos com a espécie que se mostrou a melhor candidata através de testes em seu DNA.
Além disso, visando a aplicacdo da enzima na industria de alimentos, conduziram seus
experimentos a baixa temperatura (8 °C), uma vez que o processamento do leite se da na faixa
5-10 °C. Os resultados obtidos foram bastante satisfatorios. Apos 25 horas de processamento,
a lactose foi completamente hidrolisada (> 99,99%) pela enzima recombinante obtida, o que
possibilitaria sua aplicagdo no processamento de produtos considerados “sem lactose”, uma
vez que atende aos padrdes de <100 mg de lactose por litro exigidos na fabrica¢do de tais

produtos.

3.5.2 B-Galactosidases de Fungos

Os fungos sdao seres que apresentam caracteristicas heterotroficas, isto ¢, sdo
desprovidos de clorofila, e por isso a necessidade de material organico para sua sobrevivéncia.
Dessa forma, a nutricdo desses seres € feita através da absor¢do de nutrientes, que se tornam

assimilaveis devido a presenca de enzimas que sintetizam.

A producdo da enzima [-galactosidase por fungos, especialmente do género
Aspergillus, ¢ um dos processos de produgdo de lactases mais estudados. Uma das razdes
desse interesse na produgdo da enzima por via fingica se deve a faixa de pH 6timo que
apresentam, entre 2,5 e 6, o que torna essas enzimas bastante apropriadas para o
processamento de soro de leite 4cido, uma importante aplicacdo na industria de laticinios e
derivados. Além disso, a temperatura Otima para estas enzimas ¢ alta, o que as tornam

eficientes em processos com temperaturas superiores a 50°C.

Outra vantagem do ponto de vista da aplicacao industrial se deve ao fato da maioria

das enzimas produzidas por fungos serem extracelulares, o que facilita sua recuperagao do
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meio fermentado (BORZANI et al, 1975). Entretanto, algumas espécies apresentam producao
intracelular, como por exemplo, a B-galactosidase obtida de Aspergillus oryzae. Nesse caso €
preciso haver o rompimento celular ou tratamento por autdlise celular para a extracdo da
enzima. A autdlise celular ¢ um tratamento feito através da permeabiliza¢do da membrana
celular sem provocar a desnaturagdo da enzima. Essa técnica utiliza agentes quimicos aptos a
desorganizar a membrana plasmatica, como por exemplo, solventes organicos (etanol,

tolueno,éter e cloroférmio), surfactantes, entre outros (FLORES et al.,1994).

Entre os fungos capazes de produzir lactases, destaca-se a espécie Aspergillus niger,
que apresenta grande interesse comercial. Uma das razdes pode ser explicada pela diversidade
de reagoes sintetizadas pela espécie. Além disso, esse fungo tem a capacidade de produzir

enzimas variadas.

3.5.2.1 Estudos Referentes a B-Galactosidases de Fungos

Santos (2006) estudou a produgdo de GOS a partir de extrato bruto da enzima f-
galactosidase de Scopulariopsis sp cultivado em fermentagdo semi-solida em meio contendo
farelo de trigo e 4gua na proporcdo 1:1. A enzima foi isolada ap6s adi¢do de etanol resfriado
70%. Essa solu¢do foi mantida em repouso por lh e posteriormente centrifugada para
obtengdo de precipitado de enzima bruta. A atividade enzimatica foi iniciada ap6s o quinto dia
de fermentacdo, atingindo o seu maximo no 7° dia de crescimento, quando apresentou
atividade de 0,55 pmol de ONP/mg/min (ONP ¢ definida como a quantidade de enzima capaz
de catalisar a liberagdo de 1 umol de o-nitrofenol por minuto). O fungo foi capaz de sintetizar
a enzima sem a necessidade de adi¢ao de lactose, demonstrando ser uma enzima constitutiva.
Os experimentos mostraram que a maxima produgdo de GOS se deu em meio com
concentragdo de lactose 40% ap6s 12 horas de reagdo. Outro objetivo do trabalho de Santos
(2006) foi a realizagdo de um estudo comparativo entre a produgcdo de GOS por
Scopulariopsis sp e por Aspergillus oryzae. Os resultados obtidos mostraram que a enzima
obtida de Scopulariopsis sp foi capaz de converter 20% da lactose em GOS, enquanto a

enzima de A. oryzae converteu apenas 6% da lactose.

Barbosa e colaborador (2007) realizaram um projeto visando a produgdao de [3-
galactosidase utilizando soro de queijo (72% lactose, 11% de proteina total e 7% de sais

minerais) como meio de cultura para o crescimento dos fungos filamentosos Aspergillus niger
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NRRL 337. Os nutrientes utilizados foram extrato de levedura, peptona bacteriologica, fosfato
monobasico de potdssio, sulfato de amoénio e caseina. Analisaram a interferéncia das
variacoes das concentracdes de lactose presente no soro de queijo e dos sais e extrato de
levedura no crescimento celular (g/L) e, consequentemente, na producdo da enzima. Amostras
foram coletadas em intervalos de 24 horas ao longo de 120 horas de fermentacdo e testes de
massa celular, agucar redutor e atividade enzimatica foram efetuados. Os ensaios foram
realizados a temperatura de 37 °C. O maximo crescimento celular obtido foi de 16,1 g/L
conduzido a 40,0 g/L de soro e 4,0 g/l dos nutrientes citados, com excec¢ao do sulfato de
amonio. A maxima atividade enzimatica encontrada foi de 16,02 UGl/mL (unidade de glicose
produzida por minuto, por mililitro de suspensao enzimatica) apos 96 horas de fermentagado e

concentragdes de 20,0 g/L de soro e 4,0 g/L dos nutrientes.

Silva e colaboradores (2009) conduziram um trabalho com o intuito de avaliar a
producdo enzimdtica por Aspergillus niger em fermentacdo submersa no soro de leite.
Utilizaram como meio de cultura uma solugao de batata 10g/L com glicose 20g/L. Durante as
fermentagdes, foram avaliados o consumo de lactose e carboximetilcelulose, a formagdo de
biomassa e a producdo das enzimas P-galactosidase e celulase, por um periodo de oito dias.
Os resultados obtidos mostram que 4. niger cresce em soro de leite apresentando um tempo
de fase lag de 3,7 horas e velocidade especifica decrescimento celular de 0,102 h™'. A maxima
atividade enzimatica para celulase foi de 1113 U/L e de 2267 U/L para [(-galactosidase
durante para 46 h de fermentacdo (U representa a conversdo de um pumol de lactose por

minuto nas condigdes reacionais 6timas).

Fischer (2010) estudou a reacdo de hidrdlise da lactose por P-galactosidase de
Aspergillus oryzae imobilizada por adsor¢ao e ligagdo cruzada com glutaraldeido, utilizando
como suporte resina de troca i6nica. O substrato utilizado foi uma solucdo de lactose em
tampao acetato pH 4,5, leite desnatado e soro de leite. A maxima atividade da enzima se deu a
temperatura de 60°C, com concentracdo inicial de lactose de 50 g/L a pH 4,5. Nessas
condigoes, a taxa média de reagdo foi de 2074 U e conversdo de lactose de 65%. Com o
intuito de aumentar a conversao da reagdo, repetiram-se os experimentos em dois reatores de
leito fixo em série, operando em regime continuo. Com essa nova configuragdo, aumentou-se
a conversao da lactose em 26%. A enzima imobilizada manteve sua atividade durante 30 dias

de operagdo em reator de leito fixo a temperatura ambiente.

Mortoza (2012) estudou a sintese de -galactosidase obtida de Aspergillus foetidus

em meio liquido com diferentes fontes de carbono a 28 °C sob agitacao de 120 rpm.
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Observou-se que a maior producdo enzimatica ocorreu com a adicdo de farelo de trigo ao
substrato contendo lactose. Os resultados mostraram que a atividade especifica para a enzima
B-galactosidase foi maior em sete dias de fermentacio resultando no valor de 1,4x10> Ul/mg
de proteina. A enzima produzida extracelularmente passou por processo de purificagdo
micelar de duas fases aquosas. A melhor condi¢do de purificacdo foi obtida com sistema
formado por 8% (p/p) Triton X-114, 10% (p/p) de caldo fermentado e 28°C de temperatura de
incubagdo. Nessas condigdes, 89,8% da atividade enzimatica adicionada ao sistema foi
recuperada na fase pobre em micelas que indicou pH 6timo para enzima purificada igual a 2,6

e temperatura 6tima de 60°C.

Niu e colaboradores (2017) estudaram a produg¢do de outros trés tipos de -
galactosidase por Aspergillus niger. Além da ja conhecida enzima com gene LacA, foram
realizados estudos com o intuito de obtencdo da atividade enzimatica de enzimas com genes
denominados LacB, LacC e LacE que foram clonadas, sequenciadas e segregadas com
sucesso pela levedura Pinchia pastoris. Descobriram que essas trés novas proteinas e LacA
possuem seqiiéncias de sinais N-terminais e, portanto, se tratam de enzimas extracelulares.
Apresentam estrutura tipica de [B-galactosidases fungicas com atividades de hidrolise e
transgalactosilagdo definidas em lactose. No entanto, suas propriedades de atividade
diferiram. Em particular, LacB e LacE apresentaram atividade hidrolitica maxima a pH 4-5 e
50 °C, enquanto LacC exibiu atividade maxima a pH 3,5 e 60 °C. Todas as B-galactosidases

realizaram atividade de transgalactosilagdo otimamente em um ambiente acido.

3.5.3 B-Galactosidases de Bactérias

A enzima B-galactosidase pode ser produzida por um vasto nimero de bactérias, mas
as do género Streptococcus thermophilus e Bacillus thermophilus sdo consideradas as fontes
primordiais bacterianas desta enzima, juntamente com a lactase proveniente de Escherichia
coli, que apresenta reduzida aplicacao industrial devido ao fato de ndo ser considerada segura
em alimentos, ou seja, a espécie microbiana nao € classificada como GRAS (USTOK et al.,
2010). Tal fato também justifica a considerdvel diminuicdo de estudos relacionados a
produgdo de P-galactosidases de origem bacteriana e o consequente aumento em pesquisas
que visam a obtencdo da enzima através de fungos e leveduras, conforme visto em 3.5.1 e

3.5.2.
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Entretanto, enzimas obtidas de bactérias acido laticas (LAB) termofilicas sao
consideradas uma fonte interessante de obten¢dao enzimadtica, uma vez que sdo classificadas
como GRAS. Dentre as bactérias acido laticas, as espécies Lactobacillus bulgaricus e
Streptococcus thermophilus sdo as que apresentam maiores indices de produgdo de P-
galactosidases (SHAH e JELEN, 1991). As (-galactosidases destas culturas apresentam
elevada estabilidade e atividade em altas temperaturas, que além de aumentar taxa de
hidrolise da lactose também previne o crescimento de microrganismos indesejaveis (SHAH e
JELEN, 1991). Entretanto, a B-galactosidase da LAB termofilico é uma enzima intracelular, o
que dificulta a recuperacdo enzimatica que devera ser realizada através de ruptura mecanica

da membrana celular ou através da utilizagdo de produtos quimicos capazes de realizar essa

ruptura (USTOK et al., 2010).

3.5.3.1 Estudos Referentes a B-Galactosidases de Bactérias

Em 1997, Magalhdes estudou a fermentacdo alcodlica de soro de queijo por
Klebsiella oxytoca M5A1. Em seu trabalho, observou que a temperatura 6tima para producdo
da enzima P-galactosidase foi de 30 °C. O pH e a temperatura de maxima atividade
enzimatica foram 7,0 e 45 °C, respectivamente. A enzima ndo apresentou estabilidade em
temperaturas superiores a 35 °C. Testes envolvendo a adi¢do de glicose e galactose também
foram realizados e foi possivel observar que a adi¢do de ambos os aglcares reduziram
ligeiramente a producdo da enzima. O tratamento das células também foi um parametro
estudado por Magalhdes (1997). Observou que células permeabilizadas com tolueno
apresentaram 1,3 vezes mais atividade de B-galactosidase comparado a células ndo tratadas, o

que indica baixa eficiéncia na entrada de substrato nas células.

Silva e colaboradores (2014) utilizaram soro de leite como substrato visando a
produgdo de B-galactosidase por diversas bactérias acido laticas isoladas de queijo coalho,
reativadas em suas respectivas temperaturas de isolamento. Em seguida, 10% (v/v) das
culturas foram inoculadas em soro de leite bovino e incubadas nas mesmas condicdes da
reativacdo. Posteriormente passaram por centrifugagdo e o sobrenadante foi congelado para
posterior avaliagdo da producdo enzimatica. Os géneros estudados foram Enterococcus,
Streptococcus e Lactobacillus. Os resultados mostraram que foram obtidos quatro tipos de

enzimas para cada tipo de microrganismo. Os autores classificaram as enzimas como: acida
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extracelular, acida intracelular, neutra extracelular ¢ neutra intracelular. A maxima atividade
enzimatica das amostras dos trés microrganismos foi observada para [-galactosidase neutra
extracelular, seguida por [-galactosidase neutra intracelular, [-galactosidase acida
extracelular ¢ por fim P-galactosidase acida intracelular. O microrganismo com maior

producdo enzimatica foi Streptococcus.

Kamran e colaboradores (2015) estudaram a producdo e isolamento de P-
galactosidase obtida de cepas de Bacillus B-2. Observaram que a mdaxima producdo
enzimatica ocorreu em substrato contendo 1% de lactose apds 48h de fermentagdo sob
agitacdo de 120 rpm. Nestas condicdes, a atividade enzimdtica observada foi de 25 U/mL.
Também observaram que em substrato contendo 3% de lactose, a atividade enzimatica era de
apenas 15% do valor obtido em substrato 1%. Os autores justificaram que essa diminui¢ao na
producao de enzimas ocorre devido ao aumento da viscosidade do meio de crescimento capaz
de gerar disponibilidade inadequada de oxigénio e nutrientes para células microbianas,

acarretando em minima multiplicagao celular.

Geiger e colaboradores (2016) estudaram a hidrélise da lactose do soro de queijo
através de P-galactosidase recombinante de Streptococcus thermophilus em Lactobacillus
plantarum WCFS1, microrganismo considerado GRAS. Os cultivos em laboratério renderam
11000 U de atividade de P-galactosidase por litro de cultura correspondente a
aproximadamente 170 mg de enzima. Além disso, a enzima apresentou alta atividade de
transgalactosilagdo. Ao utilizarem uma concentracao inicial de lactose no soro de leite de 205
g/L de lactose a 50 °C, obtiveram uma conversdao de 90% da lactose, apos 5 h de reagdo, dos

quais 50% dos agucares obtidos eram GOS.

Nos ultimos anos, estudos estdo sendo realizados com o intuito de obtencdo de
enzimas [-galactosidases que apresentem elevada atividade quando em meios a baixas
temperaturas. Algumas espécies de bactérias tem se mostrado interessantes nesse proposito e

vem sendo estudadas por diversos autores, conforme discussao abaixo.

Pawlak-Szukalska e colaboradores (2014) estudaram um gene capaz de codificar
uma nova P-galactosidase de origem antartica, Arthrobacter sp, que foi isolado, clonado e
inserido em E. coli.A forma ativa da P-galactosidase recombinante consiste em duas
subunidades com peso molecular de aproximadamente 257 kDa. A atividade maxima da
enzima para ONPG se deu a 28 °C e pH 8,0. Entretanto, apresentou 42% da atividade maxima

a 10 °C e foi capaz de hidrolisar tanto a lactose quanto o ONPG nessas condigdes.
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Observaram que a enzima foi capaz de hidrolisar 90% da lactose em 1 mL de leite a 10°C em
24 horas. Além disso, a nova enzima foi capaz de sintetizar GOS em uma faixa de
temperatura entre 10-30 °C. As propriedades apresentada pela [-galactosidase de
Arthrobacter sp a tornam uma excelente opcao para aplicagao industrial, principalmente na
etapa de esterilizagdo do leite, além de uma ferramenta promissora para a glicosilagdo de

compostos termossensiveis.

3.6 ESTUDO COMPARATIVO

Neste capitulo, o objetivo ¢ realizar um estudo comparativo entre as propriedades
apresentadas pela enzima [-galactosidase obtida de diferentes fontes microbioldgicas:

leveduras, fungos e bactérias.

Para efeito de comparacdo, alguns pardmetros serdo discutidos baseados em
discussdes e analises feitas nas se¢des anteriores, como pH otimo e pH de estabilidade,

temperatura, producao de GOS, técnicas de recuperagdo enzimatica.

3.6.1 pH Otimo e pH de Estabilidade

De modo geral, B-galactosidases obtidas de leveduras apresentam pH o6timo de
operacdo e pH de estabilidade com valores proximos ao neutro. Essa propriedade favorece a
aplicacdo da enzima de leveduras em sistemas que ndo apresentam variacdo significativa na
concentragio de ions H e OH e sdo mantidos na faixa de neutralidade de pH, como por
exemplo processos de hidrolise do leite e soro de leite doce. No estudo de Falleiros (2016),
essa propriedade foi comprovada durante experimentos realizados para producdo de B-
galactosidase de K. marxianus, que em substrato contendo 70g/L de lactose e pH 7,0,
apresentou atividade especifica maxima (35,535 U mg proteina™). Entretanto, outros estudos
envolvendo a produgdo de B-galactosidase por leveduras, indicam que o pH que favorece a
maior atividade enzimatica se encontra na faixa acida, como por exemplo, o trabalho
desenvolvido por Al-jaizairi et al. (2015), que demonstrou que a méxima atividade enzimatica
de K. marxianus foi obtida a pH 3,0. Para explicar essa divergéncia de valores, ndo se pode

apenas atribuir a faixa 6tima de pH ao tipo de microrganismo produtor, mas também as outras
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condi¢des de operacdo para obtengdo da enzima, como por exemplo, natureza do substrato,

temperatura de operacao, agitagdo, entre outros.

As enzimas obtidas via sintese por bactérias também apresentam pH 6timo e de
estabilidade na faixa basica. Em contrapartida, as B-galactosidases produzidas a partir de
fungos se mostram ativas quando em pH acido e, portanto, utilizadas na maioria das vezes

para hidrolises em ambientes acidos.

3.6.2 Temperatura

Comparada com [-galactosidases sintetizadas por fungos e bactérias, as obtidas
através de leveduras se apresentam mais termos sensiveis, uma vez que sua faixa de
temperatura Otima estd abaixo da faixa de temperatura relativamente alta dos fungos e

bactérias (50 — 60 °C).

Atualmente, diversos estudos estdo sendo realizados objetivando a obtencdo de
lactases com atividade enzimatica satisfatéria a baixas temperaturas. Erich et al. (2015)
obtiveram resultados bastante satisfatorios em seus experimentos a 8 °C utilizando -
galactosidase recombinate de K. lactis em E. coli. Nessa situagdo, a enzima foi capaz de
hidrolisar 99% da lactose presente no meio. Seguindo a mesma linha de pesquisa, Pawlak-
Szukalska et al. (2014), estudaram uma nova enzima [-galactosidase recombinante de
Arthrobacter sp em E. coli que apresentou, a 10 °C, 42% da atividade enzimatica obtida a 28
°C. Além disso, também a Dbaixas temperaturas, foi capaz de sintetizar

galactooligossacarideos.

3.6.3 Produciao de Galactooligossacarideos

Estudos mostram que a capacidade de sintetizar GOS nao esta relacionada apenas a
origem da enzima, mas também as condi¢des operacionais de temperatura, pH e concentragao,
uma vez que as reagoes de transgalactosilacdo e hidrélise sdo competitivas (FAI et al., 2015).
Ou seja, quando em condigdes onde ha excesso de 4gua ou baixa concentracdo de lactose, a

hidrolise ¢ favorecida frente a transgalactosilacao e, portanto, a sintese de GOS ¢ baixa. A
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literatura apresenta diversos trabalhos relacionados com a produgdo de GOS pela enzima f3-

galactosidase.

Onishi et al. (1996), pesquisaram a producdo de GOS a partir da levedura
Sirobasidium magnum CBS 6803 e verificaram que a producdo de GOS aumentou com
relagdo ao tempo. Os autores obtiveram 136 mg/mL de GOS formados depois de um periodo
de incubacdo de 42 h. Uma quantidade consideravel de glicose foi produzida, mas pouca
galactose foi formada. Apds a adig¢do de tolueno tratado com glicose oxidase, para a retirada
da glicose, que inibe a produ¢ao de GOS, verificou-se que a quantidade de GOS produzido foi
de 224 mg/mL, ou seja, a produtividade de GOS aumentou consideravelmente, demonstrando

que esta combinagao foi bastante favoravel.

Chockchaisawasdee et al. (2005) realizaram um estudo da sintese de GOS a partir de
Kluyveromyces lactis, em relacdo a concentragdo de lactose e concentragdo da enzima. Os
resultados mostraram que a quantidade de GOS formada dependeu da concentragdo da

lactose, mas nao da concentragao da enzima.

3.6.4 Técnicas de Recuperaciao Enzimatica

O processo de separagdo e recuperagdo enzimatica depende inicialmente do tipo de
enzima de interesse: intracelular ou extracelular. Ndo h4 uma regra quanto ao tipo de enzima
produzida por cada espécie de microrganismo. Assim sendo, uma mesma espécie de levedura,

por exemplo, é capaz de sintetizar, simultaneamente, enzimas intra e/ou extracelulares.

Segundo Costa (2013), no caso das enzimas extracelulares, o processo de
recuperagao tem inicio no liquido fermentado ou no caso de fermentagdes em meio sélido, no
liquido de extracdo do substrato. No caso das enzimas intracelulares ¢ necessaria a aplicagao
de algum método prévio de ruptura celular a fim de liberar as enzimas. Porém, em todas as
etapas de separacdo e recuperacao das enzimas, independente de sua natureza, ¢ necessaria a
manutengdao das condigdes ndo desnaturantes, isto €, condi¢des sob as quais as enzimas
perdem atividade. No caso de enzimas produzidas extracelularmente, em geral, o
material fermentado (ou o extrato de fermenta¢cdes em meio s6lido) segue as seguintes etapas

de tratamento:

1) Separacao solido-liquido para remocgao das c€lulas do microrganismo envolvido;


http://www.debiq.eel.usp.br/aferraz/public_html/fig58new.htm
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2) Refrigeracao até cerca de 5°C com o intuito de preservar a atividade enzimatica;

3) Concentragdo da solugdo, através de técnicas como por exemplo, evaporagdo a vacuo

ou ultrafiltragao;
4) Etapas de purificagdo com intuito de obten¢do de produtos com elevado grau de pureza;
5) Secagem em condig¢des ndo desnaturantes nos casos de produtos comercializados como po.

No caso das enzimas de interesse serem intracelulares, ha demanda por operagdes

unitarias adicionais.


http://www.debiq.eel.usp.br/aferraz/public_html/enzfig31.htm
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CAPITULO 4

CONCLUSOES

O presente trabalho conseguiu abranger todos os objetivos propostos. Através de uma
revisdao bibliografica foi possivel apresentar e discutir conceitos relacionados a producdo da

enzima [3-galactosidase.

Propriedades fisico-quimicas da lactose foram apresentadas, bem como caracteristicas
e conceitos relacionados a reagdo de hidrolise desse composto. Os produtos da reacdo sdo os
mondmeros glicose e galactose que apresentam como caracteristica principal melhores
propriedades organolépticas quando comparados ao seu composto de origem, a lactose. Tais
propriedades se mostram vantajosas na aplicagdo industrial dessa reacdo catalisada pela
enzima [-galactosidase. Além de sua aplicacdo industrial, principalmente no setor de
alimentos, a enzima lactase também apresenta relevante papel na industria farmacéutica em
tratamento de doencgas e sintomas relacionados a intolerancia a lactose, bem como na sintese
de compostos prebidticos como galactooligossacarideos obtidos a partir de reagdo catalisada

pela enzima em estudo.

Diante disso, realizou-se uma analise de diversos trabalhos publicados por autores em
todo o mundo que através de experimentos e aplicagdes de técnicas foram capazes de estudar
as diversas fontes de obtengdo da enzima [-galactosidase, com énfase em fontes
microbioldgicas que apresentam maior capacidade de sintese e extragdo enzimatica. Por esses
trabalhos, diversos conceitos também foram explorados, com o intuito de enriquecer a analise
e realizar um estudo comparativo das distintas fontes de obtengdo. Os estudos mostraram
diferentes técnicas relacionadas a métodos de recuperagdo e reutilizagdo enzimaética, bem
como a escolha de parametros operacionais, como temperatura ¢ pH, capazes de otimizar a

producao.

Com isso, os objetivos gerais e especificos para este trabalho foram amplamente

discutidos e analisados.
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