CIENCIAS AGRARIAS

INTRODUCAO

Uma das maneiras de hidrolisar a lactose industrialmente, para tornar
possivel o consumo do leite e produtos lacteos por pessoas intolerantes a
| lactose, € atraves da aplicacao da enzima B-galactosidase. Uma das
formas de permitir que essa enzima seja reutilizavel e mais resistente as
condicoes reacionais, € através da sua imobilizacao. Tecnicas de
imobilizacao de enzimas sem uso de suporte, como agregados
entrecruzados enzimaticos (CLEAs), estao ganhando atencao como
processos economicos e simples.

Com o objetivo de encontrar novas maneiras de imobilizar B-
galactosidases comerciais para hidrolisar a lactose, o objetivo deste
trabalho foi otimizar as preparacoes de CLEAs de B-galactosidases para a

aplicacao na hidrolise da lactose do leite e do soro de leite.

MATERIAIS E METODOS

Determinacao da atividade enzimatica:

50 L
250 yL  enzima 200 pL 1,5 mL de tampao
ONPG diluida ou Tampao Carbonato
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Preparacao dos CLEAs:
Glutaraldeido

10 mL do agente em diferentes
precipitante gelado concentracoes

i i 3 horas em CLEAs
pataciosuave - agtador s [N cessuspen- (D

durante 30 temperatura sos em 2 mL
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banho gelado centrifugacao fosfato
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A atividade recuperada foi calculada da seguinte forma

Figura 1 — CLEAs em falcon
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IR (%) = Atividade de p — galactosidase nos CLEAs (U) .
Y7 Atividade inicial de B — galactosidase (U)

Fonte: Autoras (2016)

Avaliacao de precipitantes, avaliacao das concentracdes de glutaraldeido

e efeito da concentracao de enzima:

Trés solventes organicos e um sal inorganico foram avaliados como
agentes precipitantes. Tambem foram avaliadas concentracoes de
glutaraldeido variando de 10 a 125 mM e o efeito de cinco
concentracoes de enzima (2, 4, 8, 12 e 16 mg/mL) na retencao de
atividade dos CLEAs.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1 - Analise do efeito da acetona, etanol, isopropanol e sulfato de amoénio saturado
como agentes precipitantes, testando a atividade recuperada dos CLEAs produzidos.

1 - Etanol (30 minutos) 1,76%

2 - Etanol (90 minutos) 2,46%

3 - Etanol (180 minutos) 1,70%

4 - Sulfato de amonio saturado 4,2%
5 - Acetona 0,59%

6 - Isopropanol 0,78%

Fonte: Autoras (2016)

Grafico 1 - Avaliacao de seis concentracoes de glutaraldeido (10, 25, 50, 75, 100 e 125 mM),
usando sulfato de amonio saturado como agente precipitante.

= N
Ul o
I ]

pd
-

U

Atividade dos CLEAs (U g!)

10 30 50 70 90 110

Concentracdo de Glutaraldeido (mM)
Fonte: Autoras (2016)

Grafico 2 - Efeito de cinco concentracdes de enzima (2, 4, 8, 12 e 16 mg/mL) testadas
para a preparacao dos CLEAs.
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CONSIDERACOES FINAIS

Até o presente momento, foi possivel obter as melhores condicoes em
relacao ao agente precipitante utilizado e a concentracao de enzima e
glutaraldeido, gerando CLEAs com atividade de 57 U.g'. Como perspectiva,
pretende-se avaliar a adicao de gelatina como aditivo para promover o
aumento da atividade recuperada dos CLEAs, alem de avaliar sua estabilidade

termica e aplica-los na hidrolise da lactose do leite e soro de leite.
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