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RESUMO

O presente trabalho investiga a influéncia da pestempo de exposicao e taxa de despressurizacéo
na atividade d@-galactosidase submetida a tratamento com dioxédoadbono comprimido, propano

e n-butano. Para isso comparou-se a atividafiegddactosidase obtida apds o tratamento com fluidos
pressurizados com a atividade inicial da enzimap sefrer nenhum tratamento. Os resultados
demonstraram que as atividades deste biocatalisathon sempre superiores a atividade inicial do
mesmo, mostrando que as altera¢des na atividad@aita dependem das condi¢cdes experimentais
investigadas, podendo-se determinar as mais adagsjpada a aplicacdo do biocatalisador nas reacdes
de interesse.

Palavras-chave:3-galactosidase; galactoligossacarideos; fluidospconidos.
1 INTRODUCAO

As B-galactosidases, popularmente conhecidas comoséacta classificadas como
hidrolases, sdo responsaveis por catalisar o i@sédominalp-galactopiranosil da lactose para
formar glicose e galactose. A importancia indukstia-galactosidase esta em sua aplicacao
na industria de laticinios. Esta enzima hidrolidacéose, carboidrato caracteristico do leite e
conhecido popularmente coragucar do leiteem seus monossacarideos glicose e galactose,

obtendo assim, alimentos com baixos teores de skactmelhorando a solubilidade e
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digestibilidade do leite e derivados lacteos, islgmra consumidores intolerantes a lactose
(Santiago et al., 2004).

A enzimap-galactosidase (EC 3.2.23) é uma enzima comercmérienportante. Ela
catalisa a hidrdlise d&galactopiranosideos, tais como a lactose, hidnadie a lactose com a
B-galactosidase, com isso, 0s problemas associados @liminacdo do soro, cristalizacéo de
lactose em certos alimentos congelados e o condgentgite por individuos com intolerancia
a lactose podem ser aliviados. Além de catalisaanaerséo da lactose a glicose e galactose,
a B-galactosidase catalisa também a reacdo de tracsugilacdo; a lactose serve como
doador de unidades de galactosil e um aceptor gpdéamula di-, tri- e outros GOS mais
elevados (Hsu; Yu; Chou, 2005).

Os galactooligossacarideos (GOS) sdo um grupoigesehcarideos compostos por
moléculas de galactose ligada a lactose, sendoatlosnde tri a hexassacarideos com 2-5
unidades de galactose. Os GOS sado carboidratosdig&oiveis resistentes as enzimas
digestivas e fermentados por bifidobactérias. Osefieios da ingestdo de GOS sdo o
aumento da populacdo de bifidobactérias no colopoe,efeito antagdnico, supressédo da
atividade de bactérias putrefativas, reduzindoram&gdo de metabdlitos tdéxicos e producéo
de acidos graxos de cadeia curta (Ishikawa 2@05).

Em sistemas aquosos a transgalactosilacdo concorre hidrolise e, portanto,
misturas GOS sempre contém quantidades consideradei lactose restante e
monossacarideos que diminuem o rendimento globah@kley, 1998). Uma alternativa para
superar essa desvantagem seria 0 uso de solvegéescos para conduzir as reagdes. O
solvente pode afetar uma reacdo enzimatica tarie ipgeracdo direta com a enzima e
influenciando a solvatacdo dos substratos e predaoto meio reacional. No entanto, a
utilizagéo de solventes organicos como meio reati@m alguns inconvenientes, tais como a
interacdo do solvente com enzimas, portanto, dimdltua sua estabilidade, a presenca de
residuos quimicos que afetam a seguranca dos psodiiimentares e os altos custos
envolvidos na eliminacéo do solvente orgéanico aalpto (Garrea & Riva, 2008).

Numerosos estudos tém demonstrado que muitas eeagt@maticas podem ser
conduzidas em dioxido de carbono supercritico eakyuns casos, as taxas de seletividade
obtidas sdo superiores as obtidas no estado liguisimal ou reacbes em fase gasosa
(Oliveira & Oliveira, 2000, 2001). No entanto, umage inconveniente dessas aplicacfes

pode surgir a partir da ndo-polaridade do diéxidocdrbono, afetando negativamente a
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atividade da enzima. No entanto, o didéxido de qashaéo € o Unico gas cujas propriedades
parecem ser adequadas para a biocatalise (Kao,riE&hwen & Sawan, 1997). Por
exemplo, a constante dielétrica comparavel do propa do n-butano com o diéxido de
carbono (Habulin & Knez, 2001; Oliveira, Feihrmamybira, Kunita, Dariva, & Oliveira,
2006a), e o fato de que maiores valores de predsawansicdo de fase sdo geralmente
encontrados em sistemas formados por dioxido deonarcom alto peso molecular quando
comparado ao uso do propano e n-butano, isso apéimvicgdo de que 0 propano e 0 n-
butano podem ser adequados como um meio de reacadjopconversoes catalisadas por
enzimas (Ndiaye, Lanza , Tavares, Dariva, Olivér@liveira, 2006).

Para realizar reacbes catalisadas com a B-galdas®siem altas pressfes, 0
comportamento das enzimas em fluidos comprimiddes findamental importancia, uma vez
que a perda da atividade da enzima pode levar méooia de taxas de reacdo indesejavel e
baixo rendimento de produtos. Atividade enzimpicde depender da espécie de enzima, das
variaveis do processo, caracteristicas do fluidopgronido, teor de agua da enzima/suporte
mistura de reacéo e/manipulador. Inspecéo datlter&itada revela que, embora haja alguns
poucos relatos sobre a atividade ffigalactosidase submetidos a alta presséo hidasstati
(Eisenmenger, & Reyes-De-Corcuera, 2009), ha unta f#e informacdo experimental
correspondente a este enzima em didxido de cadmmprimido, propano e n-butano.

Com base nestes aspectos, o principal objetive dettido é investigar o efeito dos
fluidos comprimidos (di6xido de carbono, propanon#utano) no tratamento sobre a
atividade enzimética de B-galactosidase a particéglas permeabilizadas #e marxianus
CCT 7082.

2 DESENVOLVIMENTO

2.1 MATERIAL E METODOS

2.1.1 Reagentes e Catalisador

Os produtos quimicos utilizados for@dos de grau analitico comprados da Synth,
Brasil e o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONP@&Jquiridos da Sigma Chem. E.U.A.
Kluyveromyces marxianSCT 7082 foi utilizado para a produgéo de B-galsidase.
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2.1.2 Atividade Enzimética

Atividade da B-galactosidase foi dei@ada usando o B-nitrofenil-D-
galactopiranosideo (ONPG), seguindo o Método desgar Inchaurrondo, Yantorno e Voget
(1994). Uma amostra de pll da Suspensédo de células permeabilizadas foi ragducom 2
mL de 1,25 mM tampao em ONPG (50 mM de KH2PO4 entiyl MnCI2.4H20, pH 6,6) e
incubados por 5 min a 37°C. A reacéo foi interratappela adicao de 0,5 mL de carbonato de
sédio 1 M. A liberacao de o-nitrofenol foi medidapectrofotometricamente em 420nm. Uma
Unidade de atividade de B-galactosidase foi dedimiomo a quantidade de enzima necessaria

para hidrolisar 1 umol de ONPG por minuto nas opdel de ensaio.

2.1.3 Tratamento da Enzima a Alta Presséo
O equipamento utilizado em todos wgeementos de avaliacdo da atividade da

enzima em fluidos comprimidos consiste basicamdeteim reservatorio de solvente, dois
banhos termostaticos, uma bomba de seringa (ISOD)26ma cuba de aco inoxidavel com
um volume interno de 3 mL, um transdutor de press&oluta (Smar, LD301) equipado com
um programador portatil (Smar, HT201) com uma p@&ride + 0,4 bar. Duas valvulas
micrométricas (HIP 15 11AF2 316SS) completam o apaexperimental, uma localizada
apos a bomba de seringa, na entrada da célultederessao, para permitir o carregamento de
solvente e a outra logo ap6s a célula para reaizdgscarga do solvente. A célula de alta
pressdo estava submersa em banho de agua e aporadid dispositivo simples, enquanto
que as valvulas micrométricas ficavam localizaadwa tlo banho.

As células permeabilizadas emarxianuscontendo a B-galactosidase (cerca de 0,15
g) foram colocadas na célula. Posteriormente, ters&s foi pressurizado e mantido em
temperatura e presséo constantes para um temppoggio pré-estabelecido. Ap6s o tempo
de tratamento, o sistema foi despressurizado widaate da enzima foi medida. A atividade
residual foi definida como a relacdo da atividadeireatica antes (inicial) e apos (final) ao
tratamento com fluido pressurizado.

Para avaliar os efeitos da taxa de descompredgsdempo de exposicéo e da pressao
sobre a atividade de B-galactosidase de célulasgadailizadas d&. marxianussubmetidas
ao gas carbonico comprimido, propano e n-butanoplamejamento composto central (CCD)

foi realizado para cada solvente. Os experimem@sf realizados em temperatura fixa de 37
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°C, nos tempos de exposicao de 1-6 h para todeslesntes. Para o dioxido de carbono, as
taxas de descompressdo (R) abrangeram o inteneald-2D0 kg.m-3min-1 com reduzida
densidade (DR), variando de 0,5 a 2,0. Para ebterdge, a presséo do sistema foi estimada a
partir da equacdo de Angus, Armstrong e Reuck (1%%Fa o propano e o n-butano, devido
a sua natureza praticamente incompressivel novalterde temperatura e pressao
investigados, foi adotada a despressurizacéo (R)3febar.min-1, e a pressao do sistema (P)

variou de 30 a 250 bar para o propano e 10 a 250dma n-butano.
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Efeito do Propano Pressurizado sobre a Atiled B-Galactosidase de Células
Permeabilizadas de. marxianus

Resultados obtidos com a aplicacdo da CCD pareéaws efeitos das variaveis de
processo sobre a atividadg-galactosidase tratadas com propano pressurizado sa
apresentados na Tabela 1. Para todos os ensarrsnesiptais, verificou-se que a atividade da
enzima aumentou apds o tratamento com propano.n@ogde atividade da enzima foi na
faixa de 128,0-211,1%, resultado interessante, idersdo as possiveis aplicacbes de
enzimas para a sintese de produtos alimentaresy éancaso de galactooligossacarideos ou
hidrélise da lactose pepagalactosidase.

Tabela 1 — Matriz CC@planejamento composto central) e atividade enaiaédap-
galactosidase submetida a propano pressurizado.

Exp P t R Ativ. Enzimatica final Atividade Relativa (%)
(bar) (h) (bar.min") (U.gH

1 30 (-1) 1(-1) 2 (-1) 450.4 176.0
2 250 (1) 1(-1) 2(-1) 327.3 128.0
3 30 (-1) 6 (1) 2 (-1) 356.1 139.2
4 250 (1) 6 (1) 2 (-1) 351.7 137.4
5 30 (-1) 1(-1) 50 (1) 540.1 2111
6 250 (1) 1(-1) 50 (1) 459.3 179.5
7 30 (-1) 6 (1) 50 (1) 519.6 203.1
8 250 (1) 6 (1) 50 (1) 535.4 209.2
9 140 (0) 3.5(0) 26 (0) 436.6 170.6
10 140 (0) 3.5(0) 26 (0) 438.8 171.4
11 140 (0) 3.5(0) 26 (0) 462.5 180.7

®Atividade Relativa definida como a razdo da (Atadé final/Atividade inicial) x 100; Atividade enzética
inicial: 255.9 U.¢-
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Para avaliar os principais efeitos das variaveaipuladas sobre a atividade da
enzima, os dados da Tabela 1 foram tratados est@tente, considerando um nivel de
significancia de 95% (p <0,05). A Tabela 2 apremerg efeitos dessas variaveis sobre a
atividade final dg-galactosidase. Como se observa a Unica variayafisativa foi a taxa de
descompressao, que apresentou um efeito positdicando que maiores taxas de

descompresséao levam a um aumento na atividafegdkmctosidase.

Tabela 2 — Efeitos das variaveis de processo nialatie dg3-galactosidase submetida a
propano, n-butano e G@ressurizados.

Efeito Erro padrao t-valor (7) p-valor
Propano
Média 443.44 10.66 41.60 <0.001
(1)P(bar) -48.13 25.00 -1.92 0.10
2)t(h) -3.58 25.00 -0.14 0.89
(3)R (bar.min™) 142.23 25.00 5.69 <0.001
n-butano
Média 383.56 10.58 36.24 <0.001
(1)P(bar) -25.48 24.82 -1.03 0.34
2)t(h) -25.48 24.82 -1.03 0.34
(3)R (bar.min™) 30.93 24.82 1.25 0.25
CO,
Média 411.45 21.22 19.39 <0.001
(1)P(bar) -43.48 49.76 -0.87 0.41
2)t(h) -4.77 49.76 -0.10 0.93
(3)R (bar.min™®) -21.88 49.76 -0.44 0.67

De fato, alguns trabalhos apresentados$iteratura mostram que os solventes com
baixa constante dielétrica, como 0 gas propanoefnEnd manter ou mesmo aumentar a
atividade enzimatica e estabilidade (Knez & HahWid02, Oliveira et al., 2006a; Oliveira et
al. 2006b ; Fricks et al., 2006; Andrade et alQ&0Uma vez que as propriedades solventes
afetam a interacdo com enzimas especificas, ditss@ieitos podem ser obtidos dependendo
da enzima estudada (Kasche, Schlothauer & Brud®&8; Fricks et al., 2006). Para o caso
em apreco, pode-se observar que 0 uso de propassupzado como solvente, para todas as
condicOes experimentais investigadas, levou a umeato na atividade d&galactosidase.
Como propano apresenta solubilidade em agua rataéiate baixa, pode-se especular que ele
poderia estar atuando como um pistao liquido, atando a presséo sobre a enzima. Quanto

ao efeito da pressao hidrostatica sobre a estatddidla enzima, a literatura indica que os
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valores de pressao em torno dos utilizados nesbaltro causam um pequeno efeito sobre a
atividade da enzima (ANDRADE et al., 2008).

Ao que se conhece até o momento, r@écelatos referindo-se a atividade fgle
galactosidase tratados com propano comprimido. iNan&, os resultados obtidos neste
estudo foram semelhantes aos encontrados por Frahlké (2008) para a atividade da lipase
imobilizada em propano, no qual a Unica variavghificativa foi a taxa de descompresséo e
aumento da atividade em todas as condi¢cbes expadimeOliveira et al. (2006a) também
verificaram que o uso de propano comprimido, enfpuanmentou a atividade da lipase

Novozym 435, levou a mudancas insignificantes pgrazyme IM.

2.2.2 Efeito de n-Butano Pressurizado sobre a ddole de B-Galactosidase de Células
Permeabilizadas d€. marxianus

Resultados obtidos com a aplicaca€@® para avaliar os efeitos das variaveis de
processo sobre a atividadg-galactosidase tratados com n-butano pressurizadn S
apresentados na Tabela 3. Como verificado par@amapo, a atividade da enzima aumentou
em todas as corridas experimentais apds o tratanoemh n-butano comprimido. Para este
solvente, o ganho de atividade da enzima foi neafaie 118,5-161,8%. ApdOs a analise
estatistica dos dados experimentais apresentadofalpela 3, € possivel observar que

nenhuma das variaveis foram significativas (p <pr@bintervalo de avaliagédo (Tabela 2).

Tabela 3 — Matriz CC@planejamento composto central) e atividade enaiaédaf-
galactosidase submetida a n-butano pressurizado.

Exp P t R Ativ. Enzimatica final Atividade Relativa
(bar) (h) (bar.min") (U.gYH (%)?
1 10(1) 1(31) 2(-1) 446.8 161.8
2 250(1) 1(1) 2(-1) 327.1 118.5
3 10(-1) 6() 2 (-1) 345.4 125.1
4 250(1) 6(1) 2(-1) 337.2 122.1
5 10(1) 1(1) 50 (1) 400.4 145.0
6 250(1) 1(1) 50 (1) 395.0 143.0
7 30(1) 6@ 50 (1) 376.7 136.4
8 250(1) 6(1) 50 (1) 408.1 147.8
9 130(0) 3.5(0) 26 (0) 414.1 150.0
10 130(0) 3.5(0) 26 (0) 371.1 134.4
11 130(0) 3.5(0) 26 (0) 397.3 143.9

2 Atividade enzimatica inicial: 276.1 U.g
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Como no caso do propano, ndao foram rgredos relatos na literatura referentes a
atividade deB-galactosidase tratados em comprimido n-butana Raases, Oliveira et al.
(2006a) verificaram que o tratamento da Novozym 43%ipozyme IM em n-butano

comprimido resultou em ganhos para ambas as enzatieglade na ordem dos 21 e 4%,
respectivamente.

2.2.3 Efeito de CO2 supercritico sobre a Atividade B-Galactosidase de Células
Permeabilizadas de K. marxianus

A Tabela 4 apresenta os resultadosxeéaucdo do CCD para avaliar os efeitos das
variaveis de processo sobre a atividpdgalactosidase com CO2 supercritico. Pode ser visto
a partir deste quadro que a atividade da enzimés é@atamento com CO2 supercritico
aumentou para todas as condicbes experimentaistigagas. O maior aumento ocorreu no
experimento 1 (~177%) com o menor tempo de exposigBOh), menor taxa de
despressurizacdo (10 kg/m3.min) e a menor pressizida (0,5). A andlise estatistica dos
dados experimentais apresentados na Tabela 4 navelzue as variaveis do processo nao

apresentaram efeito significativo (p < 0,05) sabedividade da enzima (Tabela 2).

Tabela 4 — Matriz CC@planejamento composto central) e atividade enaiadap-
galactosidase submetida a £fDipercritico.

Exp RD t R Ativ. Enzimatica final Atividade Relativa
(h) (kg.m®.min™) (U.gYH (%)?
1 0.5 (-1) 1(-1) 10 (-1) 525.0 176.8
2 2.0@1) 1(-1) 10 (-1) 328.1 110.5
3 0.5 (-1) 6 (1) 10 (-1) 479.1 161.3
4 2.0(1) 6 (1) 10 (-1) 345.6 116.4
5 0.5 (-1) 1(-1) 200 (1) 385.5 129.8
6 20(1) 1(-1) 200 (1) 405.0 136.4
7 0.5 (-1) 6 (1) 200 (1) 3314 111.6
8 2.0(1) 6 (1) 200 (1) 468.4 157.7
9 1.25(0) 3.5(0) 105 (0) 413.3 139.2
10 1.25(0) 3.5(0) 105 (0) 415.7 140.0
11 1.25 (0) 3.5(0) 105 (0) 428.9 144.4

2 Atividade enzimatica inicial: 297.0 U.g

Pode ser importante mencionar queamnia dos trabalhos disponiveis na literatura
relacionados ao tema presente se referem ao udwxido de carbono como solvente e na

maioria dos casos, a utilizacdo deste solventaulavperdas de atividade enzimatica, devido
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principalmente a caracteristica hidrofilica do dtiéxde carbono. Segundo muitos autores, 0
diéxido de carbono supercritico pode retirar a agssencial responsavel por manter a
atividade enzimatica (Primo et al., 2007; Olivaital., 2006a; Oliveira et al. 2006b; Fricks et
al., 2006). Por outro lado, neste trabalho, vesifise um aumento na atividade da enzima
apos o tratamento com dioxido de carbono supemwrifpara todas as condi¢des
experimentais. Isto pode ser devido ao fato deagaigua possivelmente removida das células
permeabilizadas ndo afetou o teor de agua respelingdrv manter a atividade da enzima. A
melhora na atividade poderia ser devido as mudamgastrutura terciaria gagalactosidase

promovida durante a exposicao a alta presséo aeldide carbono.

3 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstratenas) células permeabilizadas de
K. marxianuscontendo enzim@-galactosidase mostraram atividades mais elevauas @
tratamento com fluidos comprimidos, permitindo @ suilizacdo na sintese de produtos,
como por exemplo o GOS neste tipo de solvente. IGionse que a magnitude da presséao (ou
reduzida densidade), taxa de descompressdo e tetepoexposicdo influenciaram
positivamente na atividade da enzima em um graiesipara todos os solventes.

Os resultados aqui obtidos permitem a possivekzag#io dep-galactosidase para
sintese de produtos, em condi¢cdes de alta presaiceeuma possibilidade promissora de
melhorar a atividade da enzima, contribuindo assondesenvolvimento de processos de
biotransformacgé&o de variados tipos de matériasgsim
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