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Uma das maneiras de hidrolisar a lactose industrialmente, para tornar

possível o consumo do leite e produtos lácteos por pessoas intolerantes à

lactose, é através da aplicação da enzima β-galactosidase. Uma das

formas de permitir que essa enzima seja reutilizável e mais resistente às

condições reacionais, é através da sua imobilização. Técnicas de

imobilização de enzimas sem uso de suporte, como agregados

entrecruzados enzimáticos (CLEAs), estão ganhando atenção como

processos econômicos e simples.

Com o objetivo de encontrar novas maneiras de imobilizar β-

galactosidases comerciais para hidrolisar a lactose, o objetivo deste

trabalho foi otimizar as preparações de CLEAs de β-galactosidases para a

aplicação na hidrólise da lactose do leite e do soro de leite.

Até o presente momento, foi possível obter as melhores condições em

relação ao agente precipitante utilizado e à concentração de enzima e

glutaraldeído, gerando CLEAs com atividade de 57 U.g-1. Como perspectiva,

pretende-se avaliar a adição de gelatina como aditivo para promover o

aumento da atividade recuperada dos CLEAs, além de avaliar sua estabilidade

térmica e aplicá-los na hidrólise da lactose do leite e soro de leite.
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CONSIDERAÇÕES FINAIS

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

Solventes
Análise

Retenção de Atividade (%)

1 - Etanol (30 minutos) 1,76%

2 - Etanol (90 minutos) 2,46%

3 - Etanol (180 minutos) 1,70%

4 - Sulfato de amônio saturado 4,2%

5 – Acetona 0,59%

6 – Isopropanol 0,78%

Gráfico 2 - Efeito de cinco concentrações de enzima (2, 4, 8, 12 e 16 mg/mL) testadas 

para a preparação dos CLEAs. 

Fonte: Autoras (2016)

Tabela 1 – Análise do efeito da acetona, etanol, isopropanol e sulfato de amônio saturado 

como agentes precipitantes, testando a atividade recuperada dos CLEAs produzidos. 

Gráfico 1 – Avaliação de seis concentrações de glutaraldeído (10, 25, 50, 75, 100 e 125 mM), 

usando sulfato de amônio saturado como agente precipitante.

Fonte: Autoras (2016)

Fonte: Autoras (2016)
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Determinação da atividade enzimática:

250 μL 

ONPG 

(10 mM)

50 μL 

enzima 

diluída ou

CLEAs

200 μL 

Tampão

Fosfato

(pH 7) 

2 minutos

1,5 mL de tampão 

Carbonato

(pH 10) 

Para CLEAS, 2 minutos

com agitação constante

A quantidade de orto-

nitrofenol (ONP) liberado foi 

determinada usando o 

espectofotômetro a 415 nm. 

Preparação dos CLEAs:

2 mL de 

enzima

diluída

10 mL do agente

precipitante gelado

Glutaraldeído 

em diferentes

concentrações

Agitação suave

durante 30 

minutos em 

banho gelado

3 horas em

agitador à

temperatura

ambiente e

centrifugação

CLEAs 

ressuspen-

sos em 2 mL 

de tampão 

fosfato 

A atividade recuperada foi calculada da seguinte forma

Figura 1 – CLEAs em falcon

Fonte: Autoras (2016)

Avaliação de precipitantes, avaliação das concentrações de glutaraldeído 

e efeito da concentração de enzima:

Três solventes orgânicos e um sal inorgânico foram avaliados como

agentes precipitantes. Também foram avaliadas concentrações de

glutaraldeído variando de 10 a 125 mM e o efeito de cinco

concentrações de enzima (2, 4, 8, 12 e 16 mg/mL) na retenção de

atividade dos CLEAs.


