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ABSTRACT

The enzyme B-galactosidase is used in the hydrolysis of lactose, which are produced
from lactose present in the whey, glucose and galactose, and can be also produced some
oligosaccharides such as galacto-oligosaccharides (GOS) which are nondigestible sugars,
ensuring foods with a low lactose content, improving the solubility and digestibility of
milk and derivatives. The objective of this study was to determine the specific activity of
the enzyme as a function of pH and temperature and its thermal stability, for later use in
the synthesis of galacto-oligosaccharides (GOS). By the tests carried out, the maximum
activity of the enzyme was at pH 6.5 and 45 °C and it reached 2.67 U/mg of protein,
although the enzyme was most stable at 40 °C. At this temperature the enzyme reached
2.35 U/mg of protein, only 1.1 times lower than 45 °C, so their use is more feasible at
40 °C.
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RESUMO

A enzima B-galactosidase é utilizada na hidrélise da lactose, onde sao produzidos a partir
da lactose presente no soro, a glicose e galactose, podendo ser produzidos também
alguns oligossacarideos como os galacto-oligossacarideos (GOS), que sdo aglcares nao
digeriveis, garantindo alimentos com baixo teor de lactose, melhorando a solubilidade
e digestibilidade do leite e derivados. O objetivo do trabalho foi determinar a atividade
especifica da enzima em funcao do pH e da temperatura e sua estabilidade térmica, para
posterior utilizacdo na sintese de galacto-oligossacarideos (GOS). A partir dos testes
realizados, a atividade maxima da enzima foi encontrada em pH 6,5 e a 45 °C, atingindo
2,67 U/mg de proteina, porém a enzima se apresentou mais estavel a 40 °C. Nesta
temperatura a enzima atingiu atividade de 2,35 U/mg de proteina, aproximadamente
12% menor que a 45 °C, sendo assim, mais recomendavel sua utilizacdao a 40 °C.

Palavras-chave: soro de leite, B-galactosidase, atividade especifica e estabilidade
térmica.

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS 28
DOI 10.5433/2316-5200.2012v1n2p28




DETERMINATION OF THE ACTIVITY OF THE ENZYME B-GALACTOSIDASE
BRUNA PAYAO ROSSETTO; FLAVIO FARIA DE MORAES; GISELLA MARIA ZANIN
INTRODUGCAO

Por muito tempo o soro de queijo foi visto somente como um subproduto,
obtido da fabricacdo de queijos, sendo o mesmo rico em proteinas, lactose,
minerais e vitaminas (TEIXEIRA, 2008). O soro de leite é em grande parte,
descartado em rios provocando graves problemas ambientais devido a alta
demanda bioquimica de oxigénio (DBO), cerca de aproximadamente 100 vezes
maior que o esgoto doméstico (ALENCAR, 2011). Por isso, ha uma busca por
novas alternativas para o processamento da lactose presente no soro de queijo
como um passo crucial para que as industrias possam respeitar as legislacdes
ambientais.

A lactose é um dissacarideo, que ao sofrer hidrélise, forma como produtos
glicose e galactose. A hidrdlise enzimatica da lactose, tem se mostrado um dos
métodos mais promissores para remover a lactose do leite e de seus subprodutos,
como o soro. Dependendo do nivel de hidrdlise, o leite com lactose pré-digerida tera
um gosto ligeiramente mais doce. Durante a hidrélise enzimatica da lactose, além
dos principais produtos da hidrélise, que sao a glicose e galactose, quantidades
consideraveis de oligossacarideos sdao formados (CARMINATTI, 2001).

A importancia industrial da B-galactosidase esta em sua aplicacdo na
industria de laticinios, pois garante alimentos com baixo teor de lactose, melhor
solubilidade e digestibilidade do leite e derivados (TOMAL, 2010), por essa razao
a lactose é geralmente hidrolisada antes da sua utilizacdo (MATIOLI, 2001).
Com isso, os problemas associados com a elimina¢dao do soro, cristalizagcdo de
lactose em certos alimentos congelados e o consumo de leite por individuos com
intolerancia a lactose podem ser reduzidos (SANTOS, 2006).

Assim, o objetivo geral deste trabalho foi determinar a atividade enzimatica
da enzima B-galactosidase, a atividade especifica em funcdao do pH e da
temperatura e a estabilidade térmica da enzima, para posterior aplicacdo na
sintese de galacto-oligossacarideos.

MATERIAIS E METODOS

Materiais
O soro de leite em p¢ utilizado foi doado pela empresa Cargil S/A.
A enzima [B-galactosidase comercial de Kluyveromyces lactis Lactozym®
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2600L foi adquirida da empresa Sigma-Aldrich.

Caracterizagao do soro de leite

O soro de leite utilizado na determinacdo da atividade enzimdatica foi
caracterizado conforme teor de umidade (AOAC, 1995) em estufa a 105 °C, cinzas
(AOAC, 1995) em mufla a 500-550 °C, proteinas pelo método de Kjeldahl (AOAC,
1995), sendo o fator de conversdo utilizado igual a 6,38, gordura pelo método
de Roese-Gottieb (AOAC, 1995) e lactose pelo método DNS (MILLER, 1959)
modificado pelo Laboratdrio Berkeley (agucares redutores) (ZANIN e MORAES,
1987). O teor de proteina da enzima foi determinado pelo método de Bradford.

Determinagao da atividade enzimatica

Para a preparacdo de 100 mL da solugao de soro utilizada na determinagao
da atividade enzimatica com 5% (m/v) de lactose foi utilizado 10% (v/v) de
solugao tampao especial recomendada pelo NOVO INDUSTRI em pH 6,5. Esse
tampdo contém os mesmos componentes do leite de vaca (MATIOLI, 1991 e
NOVO, 1979).

Tabela 1 - Caracteristicas da solucdo tampao.

Reagentes Quantidade (mmol/L)
Qitrato de Na,. H,0 2,70
Acido Citrico . H,0 7,91
K,SO, 1,03
K,HPO, 2,99
KH,PO, 10,80
KOH 19,43
MgCl, . 6H,0 4,08
CaCl,. 2H,0 5,10
NaOH 4N 10,00
NaHCO, 3,33

Para a determinacdo da atividade enzimatica foi empregado o método
das velocidades iniciais. Em um reator batelada adicionou-se 50 ml da solucao
de lactose 5% (m/v) em pH 6,5, e estabilizou-se a temperatura do banho em
45°C. Adicionou-se 1,0 ml da enzima na concentracdo adequada (1:50). Apds
15 segundos uma amostra de 0,5 ml foi retirada e adicionada em um tubo com
1,0 ml de agua, o tubo foi tampado e levado em agua fervente por 10 minutos

- I

BBR - BIOCHEMISTRY AND BIOTECHNOLOGY REPORTS
Jul./Dez., v.1, n.2, p. 28-32, 2012



DETERMINATION OF THE ACTIVITY OF THE ENZYME B-GALACTOSIDASE
BRUNA PAYAO ROSSETTO; FLAVIO FARIA DE MORAES; GISELLA MARIA ZANIN

para a inativacdo da enzima (MATIOLI, 1991). Esse foi o padrdo. As demais
amostras foram retiradas de 5 em 5 minutos até completar 30 minutos. As
amostras foram armazenadas em 4 °C até a determinacdo da concentracdo de
glicose pelo método GOD-PAD (TRINDER, 1969). As amostras foram lidas em
espectrofotometro (525 nm).

Determinacao da atividade especifica em funcao do pH e da temperatura

Para o ensaio de atividade especifica em fung¢ao do pH e da temperatura
foi utilizada a mesma metodologia para a determinac¢ao da atividade enzimatica.
Foram testadas faixas de pH de 6,0 a 7,5 e temperatura de 30 a 50 °C. A atividade
especifica foi calculada pelo coeficiente angular da reta de ajuste da concentracao
de glicose em funcao do tempo, dividido pelo teor de proteina da enzima (12,48
mg/ml de solucdo). Para pH de 6,0 a 7,0 foi utilizada solu¢do tampao hidrogénio
fosfato dissddico 0,1 M + acido citrico 0,1 M preparada pelo método de Mcllvaine
(MORITA, 2007) e para pH 7,5 foi ajustado com tampao NOVO (MATIOLI, 1991) e
solugdao de NaOH 4N.

Determinagdo da estabilidade térmica da enzima

Para o teste de estabilidade térmica foi utilizada uma solucao de lactose
5% (m/v) pH 6,5, sendo o teor de lactose total do soro de leite em pé de 58,5%.
A faixa de temperatura testada foi de 30 a 50 °C com intervalos de 5 °C. Em
um tubo de ensaio, adicionou-se a enzima pura (0,2 mL) na solucdo de lactose
para obter a diluicdo desejada (1:50). Foi retirada uma amostra de 1,0 ml desse
tubo e adicionada no reator com 50 ml da solu¢ao de lactose, estabilizada na
temperatura de 45 °C, o teste se repetiu conforme descrito na determinac¢ao da
atividade enzimatica. Esse foi o tempo zero. As demais amostras foram retiradas
apos a estabilizacdao da temperatura de teste desejada a cada 40 minutos até
completar 240 minutos (MATIOLI, 1991).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao do soro de leite
Oresultado da caracterizagdo do soro de leite (%) utilizado nos experimentos
segue na Tabela 1.
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Tabela 2 - Composi¢do do soro de leite em po.

Andlises Resultados
Umidade 2,08 +0,03
Cinzas 6,79 £0,01
Proteina 11,97 £ 0,01
Gordura 1,48 £ 0,00
Carboidratos 77,68 +0,01

Os carboidratos foram determinados pelo método da diferenga, sendo
58,5% deste total o teor de lactose presente no soro do leite, determinado pelo
método dos acgucares redutores (DNS).

Os resultados encontrados estdo em conformidade com o padrao
estabelecido no Codex Alimentarius (versao 2006), que prevé valor maximo de
5,0% (m/m) para umidade e 9,5% (m/m) para cinzas, valor minimo de proteina
de 11,0% (m/m) e os valores de referencia de 61,0% (m/m) de lactose e 2,0%
(m/m) de gordura.

O teor de proteina da enzima B-galactosidase comercial de Kluyveromyces
lactis foi de 12,48 mg/mL de solugio.

Atividade especifica da enzima em fung¢ao do pH e da temperatura

A Figura 1 apresenta os resultados da atividade especifica da enzima em
funcao do pH e da temperatura, sendo que os maiores valores da atividade
foram encontrados em pH 6,5 com excecdao da temperatura de 50 °C, e os
menores resultados foram determinados em pH 7,5, sendo na temperatura de
50 °C as menores atividades. Em funcao da temperatura, os maiores valores
de atividade foram em 45°C, sendo a atividade maxima igual a 2,67 U/mg de
proteina, obtida em pH 6,5 e 45°C, coerente com os apresentados por Matioli
(1991), que encontrou atividade maxima da enzima (3,12 U/mg de proteina) em
pH 6,5 na temperatura de 45 °C, sendo os maiores valores da atividade também
encontrados em 45 °C, em relagao ao pH também houve coeréncia, visto que as
maiores atividades foram determinadas em pH 6,5. O pH 6timo encontrado foi
compativel também com o apresentado por Otieno (2010), que determinou pH
6,5 como o 6timo para essa enzima.
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Figura 1 - Atividade especifica em fungao do pH e da temperatura.

Estabilidade térmica da enzima

A Figura 2 mostra os resultados da estabilidade térmica, onde observa-
se que nas temperaturas de 30, 35 e 40°C a enzima mostrou-se bem estavel
durante todo o ensaio. Ja na temperatura de 45 °C a enzima perdeu 19,44% de
sua atividade apds 80 minutos e a 50 °C, apds 40 minutos estava praticamente
inativa. Embora a maior atividade da enzima tenha sido encontrada a 45 °C, a
mesma sofreu inativagao térmica em pouco tempo nessa temperatura, portanto
sua aplicacao em longas reacdes deve ser realizada em temperaturas inferiores
a 45 °C.

Os resultados encontrados por Matioli (1991), também concluiu que apesar
da atividade maxima ser encontrada a 45 °C, a temperatura recomendada para
processos de longos periodos é 40 °C (2,81 U/mg de proteina), por apresentar-se
mais estavel e apenas 10% menor que a 45 °C (3,12 U/mg de proteina)
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Figura 2 - Estabilidade térmica da enzima B-galactosidase.

CONCLUSAO

A enzima [B-galactosidase apresentou atividade maxima em pH 6,5 e
temperatura de 45 °C (2,67 U/mg de proteina), enquanto a menor atividade foi
no ensaio com pH 7,5 e temperatura de 50 °C (0,85 U/mg de proteina). Apesar
de a enzima ter uma maior atividade em 45 °C, a mesma apresentou ser mais
estdvel em 40 °C. Nessa temperatura a atividade é de 2,35 U/mg de proteina,
aproximadamente 12% (11,99%) menor que a 45 °C, portanto, seu uso torna-se
mais recomendavel a 40 °C.
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