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RESUMO

A imobilizacdo de enzimas é uma das etapas mais importantes na utilizacdo das mesmas, pois
permite superar as desvantagens da solubilidade no meio reacional e da instabilidade
operacional no seu uso industrial, além de permitir o reuso das mesmas. O objetivo desse
trabalho foi avaliar a imobilizacdo da enzima [-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT
7082, utilizando Eupergit® C com suporte, em relacdo ao seu reuso e sua caracterizacio
estrutural. No estudo do reuso da enzima, a mesma manteve mais de 50% de sua atividade
inicial apos cinco ciclos de utilizacdo. Adicionalmente, a caracterizacdo do suporte e da enzima
B-galactosidase imobilizada foi realizada através de analise de drea e de superficie de particulas
(BET) e de microscopia eletronica de varredura (MEV).
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INTRODUGAO
A enzima B-galactosidase € amplamente utilizada na industria de alimentos, em especial em
produtos lacteos. Dentre as fontes da mesma, destacam-se aquelas obtidas por micro-
organismos, principalmente a partir de leveduras do género Kluyveromyces, que sao
considerados seguros, podendo ser utilizados na area farmacéutica e alimenticia'.
Ambas as formas, sollvel e imobilizada, da enzima B-galactosidase sao utilizadas para a
hidrélise da lactose, no entanto, algumas propriedades da enzima soltvel podem dificultar seu
uso. A utilizacdo de um catalisador relativamente dispendioso exige, em muitos casos, a sua
recuperacdo e reutilizacdo e isso sé é possivel quando a enzima se encontra imobilizada®.
A avaliacdo da imobilizacao através da caracterizacao estrutural pode fornecer informagoes
importantes, principalmente, no sentido de assegurar a ligacao suporte/enzima. Ao utilizarmos o
suporte Eupergit® C, a enzima é ligada ao mesmo, inicialmente por adsorcdo com posterior
ligacdo covalente®.
Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar a imobilizacao da enzima B-galactosidase
obtida de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 em Eupergit® C através do seu reuso e da
caracterizacao estrutural da mesma.
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MATERIAL E METODOS
Producao, Extracao e Purificacdao da enzima B-galactosidase
O micro-organismo Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foi selecionado previamente por Manera
e colaboradores?.
Para a obtencao da enzima B-galactosidase intracelular, as células foram rompidas segundo
Medeiros e colaboradores®.
A purificacdo da enzima foi realizada utilizando precipitacao com sulfato de amonio até 70 % de
saturagao®.
Imobilizacdo da enzima
A B-galactosidase foi imobilizada através da técnica adsorcao seguida por ligagao covalente. Foi
utilizada B-galactosidase parcialmente purificada e o suporte Eupergit® C. A imobilizagdo foi
realizada em um reator agitado e encamisado (10 °C) onde a enzima, o suporte e o tampao
foram homogeneizados®.
Reuso da enzima
B-Galactosidase imobilizada em Eupergit® C foi utilizada sucessivamente em reacdes de hidrélise
com lactose 200 mM (150 rpm por 30 min a 35° C) e a atividade da primeira reagao foi
considerada 100%. Apds um ciclo, as mesmas particulas (enzima ligada ao suporte) foram
removidas do meio de reagao, lavadas com tampao fosfato de potassio 2 M com MgCI2 0,1 mM
pH 7,5 e reutilizadas, sendo esse procedimento repetido por 8 ciclos de uso®.
Caracterizacao estrutural do suporte e da enzima imobilizada
A area superficial especifica, volume médio dos poros e diametro de poros foram determinados
utilizando o equipamento AUTOSORB-1 (Quantachrome, modelo Nova-2200E). Antes da analise,
as amostras foram tratadas sob vacuo a 100 ° C durante a secagem completa. As medigOes
foram realizadas utilizando a N, liquido (-196 ° C). A area superficial especifica foi determinada
pelo método BET, e o diametro poroso médio utilizando o método BJH (Barret, Joynere e
Halenda) no limite de adsorcdo. Para obtencdo das micrografias a microscopia eletronica de
varredura (MEV) foi realizada. As amostras foram cobertas com uma pelicula de ouro e
analisadas em equipamento JEOL JSM-6390LV com voltagem de aceleragao de 20 kV.
Determinagao da atividade enzimatica
A atividade enzimatica foi determinada utilizando o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG)
como substrato. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pmol de o-nitrofenol por minuto, sob as condigdes do ensaio’.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O reuso da enzima B-galactosidase imobilizada em Eupergit® C mostrou que o sistema
enzima/suporte manteve até 50% da atividade inicial apds 5 ciclos de utilizacdo, podendo entdo
ser utilizado consecutivamente no processo industrial sem perdas por 3 ciclos (Figura 1). Esse
resultado é extremamente relevante, devido a complexidade do uso industrial da
B-galactosidase, por conta da sua instabilidade frente as adversidades do meio reacional e sua
sensibilidade a mudancas durante os processos.

Figura 1. Reuso da enzima B-galactosidase imobilizada em Eupergit® C em reacdes de hidrdlise
da lactose.
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Ciclos de utilizacdo

Além da avaliacdo do reuso na melhor condicdo de imobilizacdo, utilizando o melhor ensaio
anteriormente determinado foi também realizada a caracterizacdao parcial da particula. A
comparacdo da area superficial do suporte (25,2 m?/g) e da enzima imobilizada (15,1 m?/qg),
permite-nos verificar uma redugdo significativa neste parametro, indicando a aderéncia da
enzima sobre as cavidades do suporte. Um aumento do diametro dos poros foi observada apds
o processo de imobilizagdo (21,3 e 22,4 °A para o suporte e a enzima imobilizada,
respectivamente), provavelmente causado pela entrada da enzima sobre a estrutura do suporte.
A Figura 2 mostra as micrografias de MEV do suporte (a) e a enzima imobilizada (b).

Figura 2. MEV do suporte Eupergit® C (a) antes e (b) depois da imobilizacdo da enzima
B-galactosidase
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As imagens de MEV indicaram que B-galactosidase foi agregada na superficie do suporte. Além
disso, apds a imobilizacdo (Figura 2b), as micrografias assumem uma aparéncia mais turva,
sugerindo que a enzima foi imobilizada ndo apenas no interior dos poros, mas também sobre a
superficie do suporte. O processo de imobilizacdo apresenta vantagens bastante notaveis e tem
o potencial para aplicacdo em toda a industria, sendo de extrema importancia o conhecimento
abrangente desse processo.
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CONCLUSOES
A enzima em estudo manteve 50% da sua atividade inicial apds 5 ciclos de utilizacdo, o que
demonstra alto potencial de utilizagao no processo industrial, sem perdas consecutivas por 3
ciclos. Tanto as andlises de BET com as de MEV evidenciam a imobilizacdo enzimatica
fornecendo informagdes importantes em relagdo a caracterizagao estrutural da enzima
B-galactosidase imobilizada em Eupergit® C.
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