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RESUMO

A B-galactosidase ¢ uma enzima de grande interesse industrial, pois os produtos da hidrélise
da lactose, glicose e galactose ndo apresentam os inconvenientes causados por esse aguicar em
produtos derivados lacteos, uma vez que a solubilidade de seus monossacarideos ¢ maior que
a da lactose. A utilizacao de enzimas na industria alimenticia é limitada devido a um fator
operacional limitante: estabilidade operacional. Por esta razdo, este trabalho teve como
objetivo estudar a estabilidade térmica da B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT
7082. A enzima foi produzida por fermentagdo submersa com pH 6,0, 180 rpm, 30 °C por 96
horas; sendo extraida por pelo uso conjugado de ondas ultrassonicas e abrasdo por pérolas de
vidro. A estabilidade térmica da enzima foi estudada em termos de tempo de meia-vida
incubando-se a suspensdo enzimatica nas temperaturas de 30 a 45 °C, sendo determinada a
atividade enzimatica ao longo do tempo. Os tempos de meia-vida foram 38,51; 6,42 ¢ 2,03h
para as temperaturas de 30, 35 e 37 °C, respectivamente. Os resultados mostram que a
desnaturacdo térmica da [3-galactosidase na faixa de 30-45 °C pode ser explicada pela cinética
de primeira ordem, ¢ a equagdo de Arrhenius pode ser aplicada para estabelecer uma relagao
entre a constante cinética de desnaturacdo térmica e a temperatura; sendo, neste estudo, a
energia de ativagdo da reagdo de desnaturagdo de 102,75 kcal/mol.
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1 INTRODUCAO

Enzimas microbianas possuem vasta aplica¢do nos setores alimenticio e farmacéutico
por serem substincias naturais, apresentarem elevada especificidade catalitica, atuarem em
condi¢des brandas de temperatura e pH e serem eficientes a baixas concentragdes (SILVA et
al., 1999).

Segundo Sener (2006), a lactose hidrolisada enzimaticamente ¢ dependente da
atividade enzimatica da -galactosidase, sendo esta testada a diferentes temperaturas para a
obtengao da estabilidade térmica da enzima.

O estudo da estabilidade térmica da enzima [-galactosidase ¢ um aspecto importante a
ser considerado em processos biotecnologicos, ajudando a aperfeicoar a viabilidade
econdmica de processos industriais, principalmente de produtos lacteos, onde o substrato
natural mais comumente encontrado ¢ a lactose, agucar predominante no leite.
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Diante de tal importancia, este trabalho teve como objetivo estudar a estabilidade
térmica da enzima f-galactosidase proveniente de Kluyveromyces marxianus CCT 7082.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado para produzir a enzima B-galactosidase foi a levedura
Kluyveromyces marxianus CCT 7082, previamente selecionado por Manera (2006).

2.2 Preparo do inoculo

O meio de cultura utilizado foi conforme Pinheiro et al. (2003). As condigdes de
cultivo foram 30 °C, 180 rpm por 14 horas, em incubador do tipo shaker.

2.3 Producao da enzima

A enzima foi produzida por fermenta¢dao submersa em frascos agitados contendo meio
de cultura otimizado por Manera (2006). A fermentacdo iniciou com 10% (v/v) de inoculo
(NOR et al. 2001). As condi¢des de cultivo foram 30 °C (PINHEIRO et al. 2003), 180 rpm,
por 96h (MANERA, 2006).

2.4 Extracido da enzima

A B-galactosidase foi extraida pelo uso conjugado de ondas ultrassdnicas e abrasao por
pérolas de vidro, conforme proposto por Medeiros et al. (2005).

2.5 Estudo da estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da B-galactosidase foi estudada em termos de tempo de meia-
vida (t12), onde aliquotas de extrato enzimatico foram incubadas nas temperaturas de 30, 35,
37,40 e 45 °C.

2.6 Determinaciao da biomassa

A concentracao de célula foi medida por densidade otica a 620 nm, e convertida para
gramas de célula seca por litro, conforme adapta¢do da metodologia descrita por Rech et al.
(1999).

2.7 Determinacio da atividade enzimatica

A atividade da p-galactosidase foi determinada usando O0-nitrophenyl-3-D-
galactopiranoside (ONPG) como substrato segundo Inchaurrondo et al. (1994).

2.2 Resultados e discussao

Segundo Contiero (1992), a estabilidade térmica da enzima ¢ determinada através da
utilizacao da equacdo de Arhenius (Equagao 1).

K=A.e &% (Equagdo 1)

Os resultados obtidos de atividade enzimatica em razdo do tempo de incubacdo nas

temperaturas de 30 a 45 °C mostraram um decréscimo da atividade enzimatica com o tempo

(dados ndao mostrados). Através destes dados foi possivel construir o grafico de In (V/V))



versus tempo de incubacdo para cada temperatura estudada, onde Vo e V sdo a atividade
inicial e atividade referente aos tempos de retirada de amostra, respectivamente. Desse
grafico, obteve-se o valor da constante cinética de desnaturagdo térmica (K4) para cada
temperatura (T).

Costuma-se expressar a estabilidade térmica em termos de meia-vida (t;), a qual ¢
definida como sendo o tempo necessario para perder 50% da sua atividade inicial, ou seja:
V/Vy=0,5; podendo ser relacionado com a Kd, através da Equagao 2.

t,, :—lr|1<(0,5) (Equagéo 2)
d

Os valores de Ky e t;, para cada temperatura estdao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Valores experimentais da constante de desnaturagao térmica (Ky) e do tempo de meia-vida (t;,) da B-
galactosidase em razdo da temperatura

T (°C) T (K) 1/Tx10° (K Kg (min™) t12 (h)
30 303,15 3,299 0,0003 38,51
35 308,15 3,245 0,0018 6,42
37 310,15 3,224 0,057 2,03
40 313,15 3,193 0,0449 0,26
45 318,15 3,143 0,7727 0,01

Posteriormente, para a determinagdo da energia de ativagdo da reacao de desnaturacao
(Ed), cujo valor calculado foi 102,75 kcal/mol graficou-se In (Kq4) versus 1/T(K), obtendo-se
uma reta correspondente a equagdo linearizada de Arhenius (Equagdo 3), cujo grafico

encontra-se na Figura 1.

InK,=InA- E,
R-T

(Equacao 3)

10

y=51704, 29 x - 161,94
R,=0,9798

©

In (Ky)

3,12 3,14 3,16 3,18 3,20 3,22 3,24 3,26 3,28 3,30 3,32
1T 103 (K

Figura 1 - Dados experimentais das constantes de desnaturag@o térmica (Ky) em razdo da temperatura para o
calculo da energia de ativagdo da reagdo de desnaturagdo (Ey).

Sendo a equacdo final de Arrhenius apresentada na Equagao 4.

K, =2,14x107e?7"»T (Equagdo 4)

Através dos dados apresentados na Tabela 3 observa-se que o valor para a constante
cinética de desnaturacao térmica (Kg) € inversamente proporcional a estabilidade da enzima,
ou seja, quanto menor o valor de K4 maior ¢ a estabilidade da enzima.



Segundo Whitaker (1994), as energias de ativagdo para a reagdo de desnaturacido de
enzimas ficam compreendidas entre 50-150 kcal/mol; comparando estes valores com os dados
encontrados no presente trabalho, observa-se que estes estdo compreendidos dentro da faixa
citada.

3 CONCLUSAO

O estudo da estabilidade da B-galactosidase mostrou que o tempo de meia-vida foram
38,51; 6,42 e 2,03h para as temperaturas de 30, 35 e 37 °C, respectivamente. A energia de
ativagdo da reacdo de desnaturagao foi de 102,75 kcal/mol.

A equagdo final de Arrhenius pode ser usada para determinar a taxa constante de
degradagdo para a outras temperaturas e estabelecer as condi¢des Otimas para processos de
producdo e purificagdo enzimatica.
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