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Pequeno Principe (trecho)

E foi entdo que apareceu a raposa:

- Bom dia, disse a raposa.

- Bom dia, respondeu polidamente o principezinho que se voltou, mas ndo viu nada.

- Eu estou aqui, disse a voz, debaixo da macieira...

- Quem és tu? Perguntou o principezinho.

Tu és bem bonita.

- Sou uma raposa, disse a raposa.

- Vem brincar comigo, propds o principe, estou tdo triste...

- Eu ndo posso brincar contigo, disse a raposa.

Ndo me cativaram ainda.

- Ah! Desculpa, disse o principezinho.

Apds uma reflexdo, acrescentou:

- O que quer dizer cativar?

- Tu ndo és daqui, disse a raposa. Que procuras?

- Procuro amigos, disse. Que quer dizer cativar?

- € uma coisa muito esquecida, disse a raposa.

Significa criar lagos...

- Criar lagos?

- Exatamente, disse a raposa. Tu ndo és para mim sendo um garoto inteiramente igual a cem mil
outros garotos.

E eu ndo tenho necessidade de ti.

E tu ndo tens necessidade de mim.

Mas, se tu me cativas, nds teremos necessidade um do outro. Serds para mim o (nico no mundo. E
eu serei para ti a Unica no mundo...

Mas a raposa voltou a sua ideia:

- Minha vida é monétona. E por isso eu me aborrego um pouco. Mas se tu me cativas, minha vida
serd como que cheia de sol. Conhecerei o barulho de passos que serd diferente dos outros. Os
outros me fazem entrar debaixo da terra. O teu me chamard para fora como misica.

E depois, olha! Vés, ld longe, o campo de trigo? Eu ndo como pdo. O trigo para mim é indtil. Os
campos de trigo ndo me lembram coisa alguma. E isso € triste!l Mas tu tens cabelo cor de ouro. E
entdo serds maravilhoso quando me tiverdes cativado. O trigo que é dourado fard lembrar-me de
ti. E eu amarei o barulho do vento do trigo...

A raposa entdo se calou e considerou muito tempo o principe:

- Por favor, cativa-mel Disse ela.

- Bem quisera, disse o principe, mas eu ndo tenho tempo. Tenho amigos a descobrir e mundos a
conhecer.

- A gente sé conhece bem as coisas que cativou, disse a raposa. Os homens ndo t&€m tempo de
conhecer coisa alguma. Compram tudo prontinho nas lojas. Mas como ndo existem lojas de amigos,
os homens ndo t&€m mais amigos. Se tu queres uma amiga, cativa-me!

Os homens esqueceram a verdade, disse a raposa.

Mas tu ndo a deves esquecer.

Tu te tornas eternamente responsdvel por aquilo que cativas"

Antoine de Saint-Exupéry
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IMOBILIZACAO DE p-GALACTOSIDASE PARA OBTENCAO DE PRODUTOS
LACTEOS COM BAIXO TEOR DE LACTOSE

Autor: Manuela Poletto Klein
Orientador: Jeverson Frazzon

RESUMO

A p-galactosidase (E.C 3.2.1.23) é uma das enzimas prapregadas na industria de
alimentos sendo utilizada na hidrolise da lactdseste trabalho foram utilizadas duas
metodologias para imobilizacdo desta enzima. Nagira delas foi empregado como suporte
um material hibrido a base de silica que possugpo organico catidnico covalentemente
ligado. A adsorcdo da enzima a este material api@seficiéncia que variou de 74 a 53%
com o aumento da quantidade de enzima aplicadapaots. A baixa estabilidade térmica da
enzima imobilizada obtida e as provaveis fracasragbes envolvidas na sua adsorcao a este
suporte podem explicar o decréscimo de atividaderbda durante as sucessivas bateladas
de hidrdlise da lactose. Na primeira batelada o giea hidrélise foi de 90,9% e no final da
ultima batelada (4%), a enzima foi capaz de coaevepenas 13% do substrato. A segunda
metodologia utilizada foi imobilizacdo covalenteat&ima em um filme de celulose/liquido
ibnico modificado com uma poliamina e ativado cdaotggaldeido. A presenca da poliamina
foi confirmada por analises de infravermelho. Apdsnobilizacédo, a enzima reteve 60% de
sua atividade inicial. Bons resultados de hidratiadactose em batelada foram obtidos tanto
a 7°C como a 35°C e foi possivel reutilizar a eazimobilizada por 16 ciclos consecutivos, a
7°C, sem mudancas significativas na atividade eftman O valor de K para a enzima
imobilizada no material hibrido a base de silidad® 9,17 mM e para a enzima imobilizada
nos filmes de celulose foi de 11,22 mM, ambos a&mt@sam um acréscimo quando
comparados ao Kenzima livre (1,25 mM), devido a dificuldade deesso do substrato ao
sitio ativo da enzima. Nao houve mudanca no pHinpéeatura 6timos da enzima imobilizada

em relacdo a enzima livre em nenhum dos métodtzites

Palavras-chavei-galactosidase, imobilizacao, silica, celulose
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IMOBILIZATION OF p-GALACTOSIDASE TO OBTAIN DAIRY PRODUCTS
WITH LOW TEOR OF LACTOSE

Author: Manuela Poletto Klein
Advisor: Prof. Jeverson Frazzon

ABSTRACT

f-galactosidase (E.C 3.2.1.23) is the most wideBdusnzymes in the food industry and its
employed in the lactose hydrolysis process. Ingtusly, two methodologies were used to test
their immobilization. In the first, the enzyme wimsmobilized by adsorption in one silica
based hybrid material that contains a cationic migggroup covalently linked. The efficiency
of immobilization showed a decrease of 74 to 53%noyeasing the protein load applied to
the support. The low thermo stability of the imnmied enzyme and the probable weak
interactions involved in their adsorption, couldpkn the decrease in enzyme activity
observed in the successive batch hydrolysis ob&sctin the first run, the degree of lactose
hydrolysis was 90.9% and, at the end of the las(4l]), the enzyme was able to convert only
13% of the substrate. The second methodology usedtine covalent immobilization of the
enzyme on a cellulose/ionic liquid film, modifieditiv a polyamine and activated using
glutaraldehyde. The presence of a polyamine wagdiromed by infrared analysis. After
immobilization, the enzyme retained 60% of its ialitactivity. Highly efficient lactose
conversion was achieved in a batch process at @8C38°C and was possible to reuse the
immobilized enzyme in 16 repeated cycles, at 7°thout any drastic decrease in enzyme
activity. Ky, value for the immobilized enzyme in silica basetirid material was 9.17 mM
and for the enzyme immobilized in the film of cédse/ionic liquid was 11.22 mM, both
showing an increase compared with thg ¥alue for free enzyme (1.25 mM), due to the
difficulty of access of the substrate to the aetsites of the enzyme. The immobilized
enzyme did not show any changes in the optimal ptHtamperature when compared to the

free enzyme in both methods tested.

Key words;f-galactosidase, immobilization, silica, cellulose

v Master of Science dissertation in Food Science Taahnology, (Area of Biochemistry),

Instituto de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, wnsidade Federal do Rio Grande do Sul,
February, 2010.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas décadas tem havido grande desenvaittinta tecnologia de enzimas e
em particular, da imobilizagao de enzimas. As kEetadevido a sua capacidade de hidrolisar
a lactose em seus monossacarideos (glicose e agapctpertencem ao grupo de
biocatalisadores cuja imobilizacdo tem despertagscente interesse, devido ao grande
potencial de aplicacdo na industria de alimentos.

Como exemplo de aplicacdes, pode-se citar a Isdrdla lactose para obtencéo de
produtos com baixo teor de lactose, a producdoatkctpoligossacarideos, a melhoria da
qualidade sensorial de produtos como doce de lsite/ete e leite condensado, a melhor
biodegradabilidade do soro de queijo apds a hakdla lactose, entre outros (MLICHOVA;
ROSENBERG, 2006).

O custo relativamente alto destas enzimas é um faloses limitantes de sua
utilizacdo, o que faz com que sua aplicacdo disefa, muitas vezes, economicamente
inviavel. Tal problema pode ser resolvido se aranzor utilizada em sua forma imobilizada.

A grande vantagem da aplicacdo de enzimas imabdiz €, em comparacdo a sua
forma livre, a possibilidade da reutilizacao docaialisador imobilizado e melhor controle do
processo. Além disso, a utilizacdo de enzimas ilizabias facilita sua separacdo do meio
reacional, ndo ha contaminacdo do produto finad pelzima, ha melhoria, na maioria dos
casos, de sua estabilidade operacional e térmpeaneite 0 desenvolvimento de sistemas de
operagdo continua. Assim, numerosas técnicas ategpém sido desenvolvidos a fim de
aperfeicoar a imobilizacio de enzimas e otimizaraglicacdo (GROSOVA et al., 2008).

Desta forma, os objetivos deste trabalho foramatestimobilizacdo de uma lactase
comercial e estudar as condi¢cdes de hidrolise ctada para obtencdo de produtos lacteos
com baixo teor de lactose, através da reutilizalgéenzima imobilizada.

Os estudos conduzidos neste trabalho tiveram adicreente a importancia de
fornecer conhecimentos basicos do comportamentinatizco daf-galactosidase apds sua

imobilizacao.
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1.1p-galactosidase

Uma das maiores aplicacdes de enzimas na indaraimentos € na hidrélise da
lactose, utilizando a enzim@galactosidase [lactas@:D-galactoside galactohidrolase; EC
3.2.1.23]. Esta enzima pertence ao grupo das eszomaversoras de sacarideos da familia
das hidrolases e é responsavel pela hidrolisedldue terminap-galactopiranosil da lactose
(Galpl — 4Glc) dando origem a uma mistura isomolecudaglitose e galactose (SANTIAGO
et al., 2004).

As p-galactosidases podem ser encontradas na natdiszéuidas entre vegetais -
particularmente entre améndoas, péssego, damasad +nem o6rgdos de animais como
intestino, cérebro, testiculos, placenta e tamb&m mwoduzidas por grande quantidade de
microrganismos tais como fungos filamentosos, biastée leveduras, sendo as leveduras e
fungos as fontes preferidas para aplicacbes coarer¢SEANTIAGO et al.,, 2004). A
legislacdo brasileira especifica, por meio da Regsm RDC n° 205/2006, que a enzima
lactase utilizada na industria de alimentos devedseorigem microbiana, proveniente dos
seguintes microrganismoAspergillus niger, Aspergillus oryzae, Candida mk®topicalis
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces fragilis, Kkenpmyces marxianus, Saccharomyces sp
(BRASIL, 2006). Tais espécies sao classificadas cc@denerally Recognized As Safe
(GRAS) pelaFood and Drug Administratior(FDA), sendo esse um importante critério para
aplicacdes alimenticias.

As propriedades das diferentggalactosidases dependem de sua origem. Em geral,
lactases fungicas possuem pH 6timo de atuacdo faixe cida (2,5-4,5) enquanto o pH
otimo de atuagdo de lactases provenientes de lmgdubactérias esta numa regido mais
neutra (6,0-7,0 e 6,5-7,5, respectivamente). Estagentes condi¢cdes de pH 6timo permitem
selecionar a lactase mais apropriada para umaagfbcespecifica. Assim, lactases fungicas
sdo mais adequadas para hidrélise de soro acidoaeto lactases de leveduras e bactérias
sdo mais apropriadas para hidrolise do soro dakeleite (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

A tabela 1 apresenta um quadro comparativo dasedifes propriedades de algumas
galactosidases microbianas.

A p-galactosidase utilizada neste estudo (Maxilact %000) € uma preparacao
comercial liquida e purificada derivada da leveddiayveromyces lactigDSM FOOD
SPECIALITIES, 2009). Esta enzima é uma glicoproteina contendo 45% (lp)



Tabela 1) Propriedades de algufihgalactosidases microbianas

. Km (MM)
Fonte PM (KDa) pH 6timo Tg?rﬁgrgtg)ra lons ativadores  Inibidores
ONPG Lactose
A. niger 117 3.5-45 55 -60 N&o requer Galactose 1.61 8 68.
Fungos
A. oryzae 90 5.0 50 - 55 Nao requer Galactose 0.77 50
K. fragilis 201 6.6 37 K, Mn* ca? 2.5 24
Leveduras
K. lactis 200 6.9-7.3 35 - 40 KMg" Glicosee 7 173
galactose

Fonte: Cavaille; Combes (1995), Shukla (1975).
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carboidrato. Apresenta-se como um dimero, compdstduas subunidades iguais e possui
um peso molecular de 200 KDa. Galactose e glicaseirsbidores competitivos e nao-
competitivos, respectivamente, sendo a inibicaogtoose (K= 794 mM) muito menor que

a inibicdo por galactose (K= 42 mM) (CAVAILLE; COMBES, 1995). A atividade
enzimatica desta enzima é fortemente afetada pwr: i@ zinco e o cobre (>5 x tm)
exercem um forte efeito inibidor sobre a enzimaagéloio é inibidor em altas concentracdes
(>10* M). Entretanto, a atividade desta enzima é aurdeneelo magnésio (TOM),
manganés (IbM) e potassio (1&M). Concentracdes de fosfatos de até WDtem um efeito
positivo na estabilidade pois promovem a formacéoligacdes de calcigDSM FOOD
SPECIALITIES, 2009).

A pureza dos preparados enzimaticos comerciaisimasser baixa, sendo na maioria
dos casos extratos concentrados, estabilizadosnealivados (OVSEJEVI, 1998). Maxilact
LX 5000 € o preparado de lactase com maior grapuldicacdo produzido pela empresa
DSM. Apresenta-se como um liquido viscoso de catardno palido a castanho escuro,
possui glicerol como estabilizante e se armazetra dn— 8°C(DSM FOOD SPECIALITIES,
2009).

1.2 Hidrélise enzimatica da lactose

A hidrolise da lactose(4-O-5-D-galactopyranosyl-D-glucose)pode ser feita por
tratamento 4cido a altas temperaturas (150°C), avucatélise enzimética pela enziria
galactosidase, permitindo a utilizacdo de condigdederadas de temperatura e pH (GEKAS;
LOPEZ-LEIVA, 1985). Assim, a hidrolise enzimatica thctose é um dos mais importantes
processos biotecnolégicos na industria de alimerdpsesentando diversos beneficios e
vantagens principalmente em trés areas: saud®|ogia de alimentos e meio-ambiente.

Saude - A intolerancia a lactose foi descrita pela primevez por HipdOcatres
aproximadamente no ano de 400 depois de Crist&gnpars sintomas clinicos foram
reconhecidos somente nos ultimos 50 anos (MATTHE\., 2005).

A lactose é naturalmente encontrada em alta carg@t somente no leite e em
produtos lacteos. O leite de vaca contém de 4,%@ade lactose o que perfaz mais de um
terco do seu teor de sélidos totais, aproximadaen20¥% do teor de solidos do sorvete e em
torno de 72% do teor de solidos totais no sorcede (MLICHOVA; ROSENBERG, 2006).
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Este acUcar ndo pode ser absorvido prontamenteopgdoismo e precisa ser hidrolisado em
seus monossacarideos pela acd@-dalactosidase presente no intestino delgado (ROSSI
LENTZE, 1984).

Aproximadamente 75% da populacdo mundial adultsymma alguma deficiéncia de
S-galactosidase na mucosa do intestino delgado,ltaedo em diferentes niveis de
intoleréncia a lactose. Para essas pessoas, oncordrileite e produtos lacteos pode causar
dor abdominal, diarréia, flatuléncia, entre ousogomas desagradaveis. Este problema pode
ser contornado se a lactose do leite e produtdsogdor previamente hidrolisada em seus
acucares prontamente digeriveis, possibilitandoimasso consumo de produtos
nutricionalmente ricos e com reduzido teor de ketpor pessoas intolerantes a este
dissacarideo (SIEBER et al., 1997).

Outra vantagem da hidrolise enzimatica da lactose @imultanea formacdo de
galactooligossacarideos (GOS), usados como ingredigrebioticos em alimentos. Estes
compostos sdo indigeriveis, atuando como fibraealtar. Eles promovem o crescimento das
bifidobactérias intestinaiB{fidobacterium spe Lactobacillus sp, com conseqtiente efeito
benéfico para a saude. Comparado a outros oligasdaos, que promovem a atividade
metabdlica de todas as bactérias intestinais, 0S &0 seletivos para bactérias probidticas
(PENNISIN, 1997).

Os GOS sao produzidos simultaneamente durante ralib@ da lactose devido a
atividade de transgalactosilacao figalactosidase. A producdo de GOS envolve trésagtap
principais: primeiro, a glicose € liberada comoduto e deixa o complexo enzima-galactosil
para posterior reacdo. Segundo, este complexonéfeéralo para um aceptor contendo um
grupo hidroxil (dgua ou outro sacarideo). Em sadggom baixa concentracdo de lactose, o
aceptor € a agua, resultando na formacéao de gatadEm solucdes concentradas de lactose, a
molécula de lactose atua como aceptor e se ligm@aplexo enzima-galactose resultando na
formacdo do complexo galactosil-oligossacaridendsessta a Ultima etapa. A atividade de
transgalactosilagédo dégalactosidase aumenta com o aumento da concemtmaicéal de
lactose, sendo também influenciada por fatores clomie e concentracdo da enzima, pH e
temperaturgMAHONEY, 1998; RUSTOM et al., 1998).

Atualmente, a demanda pela produgéo de GOS, bera oatesenvolvimento de uma
producao efetiva e de baixo custo tem aumentadidfisafivamente (TUOHY et al., 2003).

Tecnologia de Alimentos- A alta concentracdo de lactose em produtos coneete,
leite condensado e doce de leite pode levar a ugessiva cristalizacdo da lactose resultando

em produtos com textura arenosa. A utilizacag-galactosidase no processamento de tais
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produtos reduz a concentracdo de lactose a niceitaeeis e aumenta a concentracdo de
glicose e galactose, que sdo aglUcares mais soljwaiglo comparados a lactose e, portanto
menos propensos a cristalizacdo. Desta forma, ralisiel enzimatica da lactose melhora as
caracteristicas tecnologicas e sensoriais de pedatteos, aumentando sua digestibilidade,
cremosidade, suavidade, etc. (ZADOW, 1993).

Na producao de iogurte, a hidrolise prévia da Eeteduz o tempo de fermentacao,
uma vez que oS monossacarideos resultantes sadatifiisente utilizaveis pelas bactérias
lacteas. Alem disso, a glicose e a galactose possurea docura relativa maior que a da
lactose, diminuindo a quantidade de adocante aaderonada, resultando numa menor
guantidade de calorias no produto final (ZADOW, 399

Meio-ambiente— Aproximadamente 47% do soro de queijo produzid@bnente ao
redor mundo € descartado no meio ambiente, gerséritus problemas ambientais, uma vez
que a lactose estd associada a uma alta demandacajué bioquimica de oxigénio
(GUIMARAES et al., 1992).0 cultivo de microrganismos tendo como substrateom de
queijo pode ser uma boa alternativa de utilizag@sted subproduto. Porém, o numero de
microrganismos comercialmente interessantes caplEzdgetamente utilizar a lactose como
fonte de carbono é notavelmente menor que o nudeericrorganismos capazes de utilizar
a glicose e a galactose diretamente. Assim, a liidr@révia da lactose aumentaria
significativamente o nimero de microrganimos capaleeutilizar este substrato, aumentando
também a faixa de produtos que podem ser obtidmsp @xemplo, biomoléculas (lactatos,
acetatos, etanol, butanodiol, etc.), biopolimerb®massgCOTE et al., 2004; GUIMARAES et
al., 1992).

Além disso, a hidrélise da lactose presente no sorwverte este subproduto em
xaropes de alto teor glicose, muito utilizados eticinios, confeitaria, panificacdo e na
industria de refrigerante@IVARNIK et al., 1993. Muitos estudos também demonstram a
oportunidade de hidrolisar o soro de queijo usapieyalactosidade para producao de
galactooligossacaride¢/SODA; LOPEZ-LEIVA, 2000; NOVALIN et al., 2005).
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1.3 Imobilizacdo de enzimas

De acordo com Chibata (1978), uma enzima imobiizadiefinida como “a enzima
fisicamente confinada ou localizada numa certadregio espaco com retencdo de sua
atividade catalitica, a qual pode ser usada repeticcontinuamente”. Um dos primeiros
relatos sobre a utilizacdo de enzimas imobilizad®s,1916, é sobre a imobilizacdo de
invertase em Al(OH)e em carvdo (CAO, 2005a). Na década de 50 houmsidaravel
difusdo dessa técnica, mas foi a partir da décad®djue houve grande crescimento tanto do
namero de artigos publicados como do niumero denfesteegistradas referentes ao emprego
de enzimas imobilizadas (ROSEVEAR, 1984). Em 1%3fimava-se que existiam cerca de
25000 enzimas na natureza, e destas, 3000 ja& hasi@dmnidentificadas e apenas 10%
encontravam-se disponiveis comercialmente (FABBR7L

Enzimas sdo catalisadores de reacdes e diferemienta grande maioria dos
catalisadores inorganicos, possuem a vantagenre® $acilmente encontradas na natureza e
apresentarem maior atividade catalitica e altacifsgidade, além de uma maior sensibilidade
ao controle catalitico (OLIVEIRA, 2007). Apesar dasjuestionaveis vantagens, existem
alguns problemas praticos no uso de enzimas, casra@o, o0 alto custo para seu isolamento
e purificacéo, a instabilidade de suas estrutunas, vez que séo isoladas de seus ambientes
naturais, e sua sensibilidade as condi¢cdes quelig&entes de suas 6timas e a substancias
qgue podem atuar como inibidores. Além disso, muéaszimas operam dissolvidas em
sistemas homogéneos, podendo contaminar o pro@Jt@omo regra, ndo podem ser
recuperadas em sua forma ativa para posteriotiragtio (KRAJEWSKA, 2004).

Muitos métodos tém sido propostos para superarsetisgtacoes, sendo a
imobilizacédo de enzimas o de maior sucg&ROSOVA et al., 2008; GIACOMINI et al., 1998;
REJIKUMAR; DEVI, 200). Mimetizando o modo natural de ocorréncia em céluiaas, onde
a maioria das enzimas esta ligada as membranatareslua imobilizacdo estabiliza a
estrutura da enzima e, consequentemente, sua aakividAssim, comparadas as enzimas
livres, enzimas imobilizadas sdo mais robustas is neaistentes as mudancas no ambiente
(KRAJEWSKA, 2004).

De acordo com varios autoregSHULER; KARGI, 1992; KRAJEWSKA, 2004;
GROSOVA et al., 2008podemos apresentar algumas das vantagens dagddizie enzimas
imobilizadas:

1 - Facilidade na recuperagao da enzima e produtos;
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2 - Reutilizacdo do suporte e reducao de custosacprocesso continuo;
3 - Facilidade na interrupcao das reacdes enziastic

4 - Grande variedade de desenhos de reatores comasnimobilizadas;
5 - Em muitos casos, melhora do desempenho dothlsealor.

A imobilizacdo de enzimas é uma técnica que verdseada vez mais utilizada a fim
de melhorar a aplicagéo industrial de enzimas pgerahoi um melhor controle da producao e
reducdo de custos. Sabe-se, porém, que nao exist@mctas universais ou totalmente
eficientes de imobilizacdo de enzimas, mas sim garaa de possibilidades, parametros e

aplicacgoes.

1.3.1 Métodos de imobilizacdo de enzimas

Mais de 5000 trabalhos, incluindo patentes, této giublicados sobre técnicas de
imobilizacdo de enzimas. Centenas de enzimas @mirsiobilizadas de diferentes formas e
aproximadamente uma duzia delas (amino acilaseacilye@ G acilase, lipases, proteases,
nitrilase, amilase, invertase, etc.) sdo cada &3 osadas como catalisadores indispensaveis
em muitos processos industriais (CAO, 2005a). Emlosrmétodos bésicos de imobilizagcédo
possam ser categorizados em alguns métodos apenams variacOes baseadas em
combinacfes desses métodos originais tém sidodiselas (KATZBAUER, 1995).

Considerando enzimas soluveis e de acordo com Mbgi880), os métodos basicos
possiveis de imobilizagdo séo:

Adsorcdo — E 0 mais simples e antigo método de imobilizag@oenzimas em
suportes. A imobilizacdo por adsorcdo € baseadaintenacdes fisicas fracas entre o
biocatalisador e o suporte (van der Waals, porgdsidtogénio). Apesar de sua simplicidade,
este método de imobilizacdo é limitado pela teni@éte desorcdo da enzima do suporte e por
ser sensivel as condi¢cdes do ambiente, como tetape concentracdo de iOfTANAKA;
KAWAMOTO, 1999 citado por GROSOVA et al., 2008Para aumentar a estabilidade das
enzimas adsorvidas, uma etapa de entrecruzamed® gy adicionalmente utilizada. Isto
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implica a formacao de ligagGes intermoleculareseens grupos que pertencem a enzima
usando reagentes bifuncionais como o glutarald@@KAS; LOPEZ-LEIVA, 1985).

Embora existam muitas classificagcbes de enzimasilimadas por métodos néo-
covalentes, como exemplo, adsorcéo fisica ndo-dg&@edigacao idnica, coordenacéao (efeito
quelante) e adsorcéo por afinidade, a imobilizag@w-covalente de enzimas a um suporte
pode ser classificada nas seguintes categorias (CA@3a):

1 - Adsorcao fisica ndo-especifica, na qual a emzémadsorvida por forcas néo-
especificas, como van der Waals, pontes de hidimgénteracdes hidrofilicas;

2 - Adsorc¢dao bio-especifica, normalmente utiligatites para adsor¢cdo de enzimas;

3 - Adsorc¢ao por afinidade em corantes ou metaidil@ados;

4 - Interacao eletrostatica (também ligacdo ibnibayeada na interacdo carga-carga
entre o suporte e a enzima,;

5 - Interacéo hidrofébica, baseada na interacamfdibica entre regides hidrofébicas
da enzima e do suporte.

Um exemplo da utilizacdo do método de adsorcaar®hilizacdo degs-galactosidase
por adsorcao fisica em ceramica porosa e entreoarga intermolecular com glutaraldeido
apresentando boa estabilidade operacional por &8& dias de operagdo continua
(PAPAYANNAKOS; MARKAS, 1993).

Ligacdo Covalente — Este € o método mais utilizado para imobilizackos-
galactosidase. Geralmente envolve dois passosagéab do suporte e a ligacdo da enzima ao
suporte. Esta ligacdo ocorre entre um grupo nutilemi{geralmente grupo amino) que esta
presente na enzima e um grupo eletrofilico queréhnddo no suporte apdés uma ativacao
adequada. O suporte deve possuir grupos livres ¢odnoxila, carboxila, amida ou amina,
ou entdo deve ser modificado para introducdo degaipos que devem ser ativados para
posterior imobiliza¢do da enzima (GEKAS; LOPEZ-LBIML985).

Comparado a outras técnicas, a imobilizacdo cotealéa enzimas tem as seguintes
vantagens: a enzima ndo se solta do suporte, getdailmente com o substrato desde que
esteja na superficie do suporte. Por outro ladonai@r desvantagem séo os altos custos e em
alguns casos, 0 baixo rendimento, devido a exposilgh enzima a reagentes toxicos ou
condicdes severas de rea¢BANAKA; KAWAMOTO, 1999 citado por GROSOVA et al2008).
Além disso, depois da perda de atividade da enhnadilizada, o suporte ndo pode ser
reutilizado para uma nova imobilizacdo, uma vez, quemalmente, a enzima inativa néo

pode ser separada do suporte.
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Existem muitos procedimentos para estabelecerdagcovalentes entre a enzima e o
suporte. Segundo Cao (2005a) algumas classesgiesaatilizadas sao:

1 - Diazotizacao

2 - Formacéo de ligacdo amida (peptidica)

3 - Alquilacao ou arilagéo

4 - Formacao de base de Schiff

5 - Reacéo de Ugi

A estabilidade da enzima imobilizada pode ser atal@nse a imobilizacdo covalente
ocorrer em suportes altamente ativados com espasadurtos e envolvendo multiplos
residuos de aminoacidos na superficie da enzingurfi 1). Essa ligacdo covalente
multipontual promove a rigidificacdo da estrutusaethzima imobilizada e reduz as mudangas
conformacionais envolvidas na sua inativacdo (MAYEK et al., 1977, MOZHAEYV et al.,
1990). Embora a imobilizacdo possa ser feita ar@aloeutros de pH, a incubacédo a pHs
alcalinos, onde a reatividade dos nucledfilos datghna (geralmente lisina) pode ser
aumentada, é conveniente para alcangar uma inteas@o entre a enzima e o suporte. Deve-
se ter em mente que enquantokodms grupos amino terminais da proteina € entré,708
grupos de Lis expostos terdo umd pcima de 10,5 (MATEO et al., 2007b). Além disso, a
imobilizacdo por grupos epoxi do suporte € geratmatilizada uma vez que tais grupos sao
relativamente estaveis, podem se ligar a lisireagem em condi¢ces moderadas (MATEO et
al., 2007c).

Imobilizagdo Imobilizagdo covalente
covalente normal multipontual

~€ (g

Enzima ndo rigidificada Rigidificagdo da enzima

Figura 1 — Efeito da imicdaicdo na estabilidade da enzima.
Fonte: MATEO et al., (2@)7
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Como exemplo de ligacdo covalente, pode-se citarobilizagédo des-galactosidase
deK. lactisem placas de grafite através da formacéo da maSehiff entre grupos ativados
da superficie do suporte e a enzima utlizando agildeido para promover o
entrecruzamento. A imobilizacdo aumentou a estiule térmica e deslocou o pH 6timo para
valores mais alcalinos (7,7) comparado com a enkurea(6,6) (ZHOU; CHEN, 2001).

Inclusdo — As enzimas podem ser aprisionadas dentro dat@strinterna de alguns
materiais (geralmente polimeros) na forma de gé&igro capsulas, fibras, filmes ou
membranas. Um procedimento comum € preparar ad&okgntendo a enzima e o material
polimérico e na sequéncia utilizar uma técnica ggem, polimerizacdo) para coagular o
material polimérico contendo a enzima na forma jddse Em alguns casos, uma etapa de
entrecruzamento adicional é necesséaria para garantmobilizacdo (GEKAS; LOPEZ-
LEIVA, 1985).

Este método é geralmente aplicado a substratoaige peso molecular para permitir
a livre difusdo entre estes e 0s produtos. A nad@servantagem desta técnica é a possivel perda
de enzima, devido a suas pequenas dimensfes naokssultravés da difusdo durante
repetidos usos, mesmo que a matriz possua pequEnos (GROSOVA; ROSENBERG;
REBROS, 2008).

De acordo com Tanaka; Kawamoto (1999) citado poss@ra et al., (2008), a
imobilizag&o por incluséo pode ser classificadacamoo tipos:

1 - Malhas;

2 - Micro capsulas;

3 - Lipossomas;

4 - Membranas;

5 - Micelas.

Para imobilizacdo dé¢-galactosidase, o0 método de malhas é o mais amplame
utilizado. A enzima é aprisionada dentro da matez/arios polimeros sintéticos ou naturais.
O alginato, um polissacarideo de ocorréncia natgu forma géis por gelificacao
ionotropica, é o polimero mais utilizadGROSOVA et al., 2008)Mammarella; Rubiolo
(2005) imobilizaramp-galactosidase dK. fragilis em gel de alginato e carragena formando
esferas. A presenca dacarragena teve influéncia positiva na reacao efinta, uma vez
que o gel é formado com ion$ ue melhoram a atividade enzimatica.

Outro método bastante utilizado de inclusédo é piliaacdo de matrizes de silica sol-

gel formada por polimerizagdo hidrolitica. Reetgeger (1998) usaram precursores
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alquilsilano (RSi(OCH)s) ou suas combinacgdes [RSi(Ogtle Si(OCH)4] para promover a
incluséo da lipase d@seudomonas aeruginosa matriz sol-gel. Ajustando as condi¢cbes de
polimerizacao, alguns parametros como porosidadetimero, rede estrutural e tamanho de
particula podem ser modificados.

Similar & inclusdo, a encapsulacdo protege a endimneneio externo, porém, tem
limitada aplicacdo, uma vez que substratos maiesgdo sujeitos a limitacbes difusionais
(LALONDE; MARGOLIN, 2002). Zhang et al., (2008, 2890desenvolveram um método de
imobilizacdo em camadas por inclusdo e encapsuléfi@ara 2) no qual a enzima-
glicuronidase foi misturada com carboximetilcelel@sCaCl. A solugao foi gotejada em uma
solucdo de alginato a 1% (w/v). As capsulas forrmddeam deixadas reagir com protamina
(pequena proteina rica em arginina) que, sendoongréande para entrar na capsula, foi
ionicamente associada a superficie do alginato.r@tamina precipitou os silicatos na
superficie para formar uma casca rigida para asutdp prevenindo seu inchago ou

compressao.

Solucdo de enzima Carboximetilcelulose

o‘?;:g ’%@

*a® e ns Silicatos precipitam sobre

a protamina e formam uma
camada porosa

Protamina liga ionicamente
a camada de alginato

'/ Ca-Alginate

Figura 2 - Método multi-camada de @scéacéo.
Fonte: Zhang et al., (2008).

Entrecruzamento - Formacéo de unifes intermoleculares entre asnasz gerando
ligacBes irreversiveis e agregados com conformagimensional. Essas ligagbes podem ser
apenas entre as enzimas ou entre a enzima e umdsegomposto (chamada -co
entrecruzamento), como exemplo: a cristalizacdoeniamas e c@ntrecruzament@om
albumina). O ceentrecruzament@ indicado quando ha efeitos difusionais causa@ds p

entrecruzamento, aplica-se entdo uma segunda rmaOIEI0 enzimatica como a albumina
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(OLIVEIRA, 2007). Para imobilizacdo dg-galactosidase, o entrecruzamento € utilizado
geralmente em combinacdo com outros métodos, palmente adsor¢cdo e inclusédo
(GROSOVA et al., 2008).

N

Nl

a) b) c) d) e) f) 9) h)

Figura 3 - Representacdo de algumas formas de liragdio de enzimas. a) ligacdo covalente, b)
fibra, c) co-entrecruzamento, d) inclusdo em esfdeagel, e) for¢as ibnicas, f) micro-encapsulaggo,
inclusdo em filme gel, h) entrecruzamento.

Fonte: Oliveira (2007).

1.3.2 Suportes para imobilizagcéo

Correspondentemente as varias técnicas de imatiitizde enzimas existentes, muitos
suportes tém sido desenvolvidos para este fim. Measao existindo um suporte universal,
existem certas caracteristicas a serem considepadasua escolha:

1- Estabilidade frente aos parametros de proceatagee microbiano;

2- Funcionalidade quimica;

3- Durabilidade e capacidade de reutilizacéo;

4- Elevada area superficial e alta porosidade;

5- Compatibilidade aceitavel com a enzima e sutustra

6- Tamanho e forma adequados;

6- Custo;

7- Facilidade de manuseio.

Para se obter uma imobilizacéo eficiente é indisgesl conhecer previamente as
caracteristicas da enzima, do suporte e das pass#iteracoes entre eles. Se a interacdo da
enzima com o suporte nao for estavel o suficigmde vir a ocorrer, por exemplo, perda de

enzima para o meio ao longo do processo. Ou as&da,afinidade da enzima com o suporte
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for maior do que com o substrato a eficiéncia desso estara comprometida (LASKIN,
1985).

Os suportes solidos podem ser classificados cog@nmos e inorganicos, porém esta
classificacdo ndo € muito adequada, pois ndo sedsra nem a area superficial e nem o
tamanho de poros, propriedades que afetam coneédierante a carga protéica do suporte.
Assim, baseando-se em sua morfologia e de acorddCabral; Kennedy (1991), os suportes
podem ser classificados como:

Suportes ndo-porososGeralmente apresentam mais desvantagens do giageas.
Sua éarea superficial € muito baixa e, portant@ éstitada a area de imobilizacdo. Para
aumentar esta superficie, pode-se trabalhar coricglas muito finas, porém, com a
desvantagem de ser dificil sua separacdo do sistedeando poder trabalhar em sistemas
continuos do tipo coluna, uma vez que ndo supoalas pressbes sem se compactar, nem
em leitos fluidizados, pois estd limitada a velade de fluxo. Possuem, ao contrario, a
vantagem de nao apresentarem problemas difusiama#syez que a enzima é imobilizada na
superficie externa do suporte.

Suportes porosos:Apresentam uma grande area superficial por unidiedpeso, o
que aumenta sua capacidade de imobilizagdo. Aipahdesvantagem € que a maior area
disponivel é a interna, e, por isso, aumentam oblgmas de difusdo. Para superar tais
problemas, existem suportes de poro controlad@grdea que é possivel selecionar o suporte
mais adequado de acordo com o tamanho da enzibvstrato e produto. De modo geral, 0s
poros de determinado suporte devem ser da mesramatd grandeza da enzima ou maior,
para que a mobilidade da enzima nédo seja signifamaente diminuida (CAO, 2005a). Em
um amplo estudo realizado por Artyomova et al.,86)9 a maxima capacidade para a
imobilizacdo de varias enzimas e proteinas foidabtjuando o tamanho do poro das silicas
utilizadas como suporte excederam de 5 a 10 vet@msanho do globulo protéico.

Muitos suportes porosos podem ser classificadosgens Por serem elasticos, podem
assumir a conformacdo mais adequada (membranacufss), porém seus poros Sao
deformaveis e se compactam em altas pressoes.

Os suportes podem também ser classificados condmiogg e inorganicQ€ABRAL;
KENNEDY, 1991; HULTIN, 1983):

Suportes organicos

-Polimeros naturais: polissacarideos como celuksédo, agar, agarose, alginatos,

carragena, quitosana, etc.
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-Polimeros sintéticos: poliestireno, poliacrilatpsliacrilamida, alcool polivinilico,
poliamidas, etc.

-Proteinas: colageno, albumina, gelatina, sedaatije, etc.
Suportes inorganicos:

‘Minerais: bentonita, pedra pomes, areia, titacebte, etc.

-Manufaturados: 6xidos metélicos, vidro de poratdeontrolada, ceramicas, geéis de
silica, etc.

Dentre os suportes organicos, a kappa-carrageirtasgpoa, e alginato sao indicados
por seu baixo custo, seguranca e bom potencial ste apesar de apresentarem baixa
resisténcia mecanica. O alginato € uma das matogEmicas mais empregadas conforme
citacbes de Hulst; Tramper (1989) e Cheetam (19R@stes mesmos trabalhos sao
apresentadas as vantagens de sua utlizacdo: baisto, facil manuseio, boa
reprodutibilidade e uniformidade de gel. Mas tambansua desvantagem principal é
apresentada: o decréscimo de sua estabilidade im@c&m o tempo de uso (BRUKE, 1984).

A celulose é um polimero natural que também tern sitatada como um atrativo
suporte para imobilizacdo de enzimas uma vez gagco, biocompativel, &€ geralmente
obtido de fontes renovaveis, possui boas propresiachecénicas e € susceptivel a
funcionalizacdo quimica (VIGO, 1998). Em trabalhmecentes, a celulose tem sido
modificada através de reacdes em liquidos idnicimgiidos iGnicos sao sais organicos que
séo liquidos a temperatura ambiente, e, diferentgraos solventes tradicionais, que podem
ser descritos como liquidos moleculares, liquidégsicbs sdo compostos por ions.
Propriedades como néo-inflamabilidade, ndo-votktdie, excelente estabilidade quimica e
térmica e capacidade de dissolver uma série de astog quimicos fazem dos liquidos
ibnicos uma alternativa atrativa aos convenciosaigentes organicos (YANG; PAN, 2005).
Turner et al., (2005) utilizaram o liquido i6nidB,fnim]CI para dissolucdo e regeneracao de
celulose microcristalina para obter filmes traneptes e esferas contendo fun¢cdes amina para
promover uma superficie reativa para imobilizac@datase. Recentemente, Gelesky et al.,
(2009) adicionaram o liquido i6nico ritbutil-3-metilimidazolium bis(trifluorometano
sulfonil)imide (BMI.(NTf),) em xarope de acetato de celulose obtendo filreezllilose com
alta flexibilidade, menor viscosidade e melhor fabiidade, devido provavelmente ao
aumento na separacéao entre as macromoléculasulieseel

Os suportes inorganicos sao bastante adequadosnpaivdizacédo de enzimas, pois

permitem maior variacdo de parametros de procemgdala sua maior resisténcia quimica,
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fisica, térmica e microbiologica. Gaspari et @999) imobilizaram a enzima inulinase em
diferentes suportes como quitina, alginato de sédile célcio, membrana de diélise e silica
de porosidade controlada. A silica de porosidadetralada apresentou os melhores
resultados devido a uma maior estabilidade e ésgist fisica comparada aos outros suportes
avaliados. A silica pode ser um dos mais indicalgertes inorganicos, porém, tem como

desvantagem seu alto custo.

1.3.3 Efeitos da imobilizac&o

A imobilizacdo de uma enzima € obtida mediante wuspensdo da enzima em
solucdo tampdo adequada e o suporte. O suporte emzina ndo sao superficies
complementares e logo apés a primeira ligacdo esla®, a enzima perde flexibilidade.
Quando a enzima esta em solucgédo, ela se compania goalquer outra molécula dispersa no
meio e tem total liberdade de movimento e acesssubstrato, o que ndo é possivel quando
esta enzima esta imobilizada em um suporte fiB0OKERSTAFF, 1997). O ambiente onde
a enzima se encontra imobilizada € consideravebndiferente do ambiente onde ela €
naturalmente encontrada e assim, 0s componentés mi@g ambiente podem de alguma
forma interferir em sua atividade (WISEMAN, 198B)ssim, € um grande risco supor que
apos a imobilizacédo todas as enzimas estarao faent=ite viaveis.

Resultados como o de Cabral et al., (1993) ondghia da enzima frutosiltransferase
na obtencéo de frutooligossacarideos é relativaammenor sob a forma imobilizada do que
livre no meio sdo comumente encontrados. Ou aiesi@dos como o de Manolov et al.,
(1993), no qual a enzima pululanase imobilizadagertosana apresentou 0 mesmo valor de
pH o6timo, comparada com a sua forma livre e coracéa a temperatura, a imobilizagédo
causou uma diminuigdo de 5°C no valor 6timo.

Muitas vezes a baixa eficiéncia obtida por deteashinmétodo de imobilizacdo nédo é
necessariamente um problema quando as repetidézagbes da enzima imobilizada
podem compensar por isto. Como exemplo, podemascirabalho de Carpio et al., (2000),
onde a imobilizagcdo dégalactosidase d€. lactisvia adsor¢do em po de 0sso apresentou um
alto rendimento de imobilizacdo (83%), porém a mazimobilizada perdeu continuamente

sua atividade e somente 20% de sua atividade lifmianantida apds quatro sucessivas
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reutilizagcdes em batelada. Por outro lggigalactosidase imobilizada em fibras compostas de
alginato e gelatina utilizando glutaraldeido pranpover o entrecruzamento reteve apenas
56% de sua atividade, porém foi ativa durante 38s dsem perda de atividade
(TANRISEVEN; DOGAN, 2002).

Efeitos negativos ndo devem ser encarados comaagasSo da metodologia e sim
avaliados e considerados no processo como um todis, uma vez cabe ressaltar que nao
existe um meétodo totalmente eficaz para nenhumamenou suporte(FABER, 1997;
WISEMAN, 1985; ROSEVEAR, 1984).

Algumas técnicas de pos-imobilizacdo podem aumeatastabilidade da enzima
imobilizada. Entre elas, o bloqueio do excessouteibnalidades ativas tem se mostrado
eficiente, uma vez que altera a natureza do midoearte da enzima imobilizada (CAO,
2005b). Entretanto, o efeito estabilizante podarestlacionado a natureza (carregada ou
neutra) dos reagentes utilizados (PARK et al., 2003

Da mesma forma como ocorre 0 entrecruzamento namanivre, a enzima
imobilizada também pode sofrer entrecruzamentae ouentramolecularmente para melhorar
sua estabilidade conformacional e sua termoestaddi (FERNANDEZ-LAFUENTE, 1995).
Recentemente, catalase de figado bovino, uma eneinaanérica bastante labil, imobilizada
covalentemente em glioxil agarose altamente atifadsignificativamente estabilizada com
dextrano-aldeido (dextrano parcialmente oxidadsjaEnzima é geralmente dissociada em
solucdes diluidas e ndo pode ser eficientemendbiksada por uma imobilizacdo covalente
normal devido a limitada ligagdo multipontual (BENBOR, 2003). O uso de dextrano-
aldeido pode intensificar a ligagdo multipontuatrear um microambiente favoravel. Este
método tem sido bastante aplicado a enzimas cotwsgloxidase, D-aminoacido oxidase e
tripsina (BETANCOR, 2004). Uma maior estabilidadentsido obtida com todas estas

enzimas imobilizadas.
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2 RESULTADOS

Os resultados deste trabalho estdo apresentadosmeade artigos a serem submetidos para
publicacéo nas revist&otechnology Techniguesinternational Journal of Food Science &
Technology Cada subtitulo deste capitulo corresponde a wteslartigos, ja formatados de

acordo com as normas das respectivas revistas.
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2.1 Application of a silica based hybrid material & a support for g-galactosidase

immobilization
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Application of a silica based hybrid material as asupport for

p-galactosidase immobilization
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Abstract

A silica based hybrid material containing a catiooiganic group covalently linked was used
to immobilize the enzymg-galactosidase by adsorption. The immobilizatidircieincy was
found to be high, namely 74%, when the lowest ereziomad was applied to the support, K
value for the immobilized enzyme was found to besefen folds for the free enzyme.
Optimal pH and temperature for enzyme activity dat change after immobilization. The
degree of lactose hydrolysis was approximately @02 35°C over a period of 2.5 h at its
first use. At the end of the last us&Y4the enzyme was able to convert 13% of the satestr
in the same conditions described above.

Key words:f-galactosidase, immobilization, silica based hylbnaterial
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Introduction

The enzymes-galactosidase (E.C. 3.2.1.23), also called laciaseesponsible for the
hydrolysis of the disaccharide lactose presenthundance in both milk and milk whey,
leading to the formation of two monosaccharidesicgée and galactose, wich are more
digestible when compared to lactose. This wouldvalpeople with lactose intolerance to
consume dairy products without having adverse tffec

Some great advantages of using immobilized enzymies compared with their free
form are the possibility of reusing the immobilizerbcatalyst and the existence of a better
control of the whole process, which allows an esagaration of the immobilized enzyme
from the medium reaction, avoiding the contamimatd the products with the enzyme. In
many cases, the immobilization process can imptbgeoperational stability of the enzyme,
making possible the development of systems of nantis operation (Krajewska 2004).
Thus, a variety of techniques and materials hawn lweveloped for the immobilization of
enzymes.

It's possible to combine, at a molecular or nanasimdével, organic and inorganic
components to generate new materials which are krasaorganic inorganic hybrids. Hybrid
materials that present silica as an inorganic corapbis highly important often studied and
technologically applied (Benvenutt al. 2009). The preparation of these hybrids enables a
major control of the chemical processes involvedrdugelation reactions. This feature is due
to the fact that the silicon alkoxide precursorsenalow kinetics in the reactions of gelation
(Brinker & Scherer 1990). Thus, it is possible terfere in the system and architect of
properties of the materials, for example, size stmape of particles, volume and size of pores
(Benvenuttiet al. 2009), which are essential characteristics for abitization of enzymes.

Recently, many organofunctional groups have beenddéd to silica matrix for
application in ion-exchange processes. Materiath thiese organic groups covalently linked
to the silica matrix combine physical propertiesaofjlass, such as thermal stability and
rigidity with the exchange properties of the orgamational groups (Linet al. 2006,
Kanungo & Collinson 2005, Liet al.2004).

A newly synthesized hybrid material containing th#ouble charged 1,4-
diazoniabicycle[2.2.2]octane chloride organic greasgmded to the silica framework presented
good chemical stability and interesting resultsddsorption of the hexacyanoferrate anionic

complex by an anion exchange process, where thegtrechemical behavior was studied by
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cyclic voltammetry (Arenast al. 2006). In the same way, this material was sufagsised
as adsorbent for organic dyes (Areefaal. 2008a). These recent studies encouraged us to test
the immobilization, via adsorption, of the enzypigalactosidase to this hybrid material to

make their reuse possible in the lactose hydrojysisess.

Materials and methods

The p-galactosidase used in this study was Maxilact I0RG a liquid preparation of
yeast lactase derived froluyveromyces lactjspurchased from Globalfood (Brazil). The
protein content, determined by the Lowry assay, #8®mg/ml. ONPG ¢-nitrophenyl$-D-
galactopyranoside) and lactose was obtained fragm&iAldrich. Glucose determination kit
was purchased from Reacur (Reactivos del Uruguayglihy). The support applied to this
study was the hybrid based silica xerogel samphgatoing 80% molar of double charged
1,4-diazoniabicycle[2.2.2]octane chloride groupl Ather chemicals used here were of

reagents or analytical grades.

Synthesis of the hybrid material

Firstly, the 1,4-diazabicycle[2.2.2]octane (dabgogviously sublimed, was dissolved
in dimethylformamide (DMF), afterwards, it was addiée 3-chloropropyltrimethoxysilane
(CPTMS) in the stoichiometric ratio of 1:2. The mouise was stirred up for 72 h, under argon
atmosphere at 90 °C. The settling down white powder washed with methanol and dried at
90°C for 2h. This resulting  solid, di-3-n-propytethoxysilane  (1,4-
diazoniabicycle[2.2.2]octane) dichloride was asstyas (Rdabco)C} (Arenaset al. 2008b).

Starting from the organic precursor,(fbco)C}, a hybrid silica based xerogels was
synthesized. A solution containing the organic preor was dissolved in a mixture of 25 mL
of formamide, water and 0.1 mL of HF (48%) at 60 AT this solution, it was added, by
dropping under stirring, a freshly prepared inorgamrecursor solution containing
tetraethylorthosilicate (TEOS), water and 7.0 mLetylic alcohol. The resulting solutions

were left to gelation and solvent evaporation dyrd® days at 40 °C, just covered in the
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absence of sealing. The obtained solids were wasftedethylic alcohol and dried at 90 °C
for 2 h (Arenast al. 2008b).

Enzyme immobilization

The hybrid material used as a support for enzymeabilization was previously
equilibrated with phosphate-potassium buffer 0.3, 7.0 with 1.5 mM MgG (activity
buffer) and dried overnight at 37°C. The suppod) (izas submerged in an enzyme solution
(5mL), which was prepared using the same buffers Eblution was incubated at 4°C for 2
hours under gentle agitation. The excess of thgreaavas removed by successive washings
with buffer, until there was no more activity wastetcted in the washing fractions. The effect
of the load enzyme was evaluated in two concentrgti0.3 and 1.2 mg/mL of protein,
corresponding to 238U and 1173U of enzyme.

Measurement of enzyme activity

Thep-galactosidase activity in solution was assayad@n temperature (24°C), using
the chromogen ONPG as substrate. An aliquot of raezsolution (0.1 ml) was added to 0.9
mL of ONPG in activity buffer (end ONPG concentoati 14 mM). The released-
nitrophenol (ONP) was determined spectrophotomadtyicat 415 nm. The immobilized
enzyme activity was assayed by incubating a sw@taluot of this derivative with 1 mL of
ONPG (14 mM) during 1 min. The absorbance was aa#l5 nm upon addition of 3 mL
borate buffer pH 9.8. One unit of enzyme activit) (s defined as the amount of enzyme
which catalyses the conversion ofufinol of ONPG too-nitrophenol per minute under the
conditions stated above. An extinction coefficiEtONPG of 2.0 x 10M ™ cmi* was used.

The protein content of the enzyme solutions wetterdened by the Lowry assay at
750 nm using BSA as the standard. The immobilizedemn was estimated as the difference
between the amount of protein applied to the supaod the amount recovered from the

pooled supernatant and washing fractions.
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Scanning electron microscopy

The support containing the enzyme was analyzedchyreng electron microscopy
(SEM) in Jeol equipment, model JEOL JSM 6060, &idhkV and magnification of 750x.

Kinetic parameters (K, and Vp,)

Km and \f, values for free and immobilizeftgalactosidase were determined using
varying concentrations of ONPG in the activity luffThese values were calculated by the

Lineweaver-Burk plots.

Optimal temperature and pH for free and immobilized enzyme activity

Optimal pH and temperature for free and immobiligeghalactosidase were evaluated
using the 2 full factorial central composite design (CCD) atie analysis of response
surface. A total of 11 sets of experiments were leygal in this study with the objective of
determining the significant factors affecting tiflegalactosidase activity (tablel). The
significance of the regression coefficients wasedrined by Student's-test; the second-
order model equation was determined by Fisherts Té® variance explained by the model is
given by the multiple coefficient of determinatid®f, Statistica 7.0 software (Statsoft, USA)

was used for regression and graphical analysis.
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Table 1) Experimental design and results for freg ianmobilizeds-galactosidase according

to the Z full factorial central composite design.

Coded setting

Actual levels -
levels (x; =T; xz = . o Immobilized
(X1=T,; Xz =pH) Free B-galactosidase activity . o
Treatment pH) [B-galactosidase activity
(U/mL)
(U/mL)
X1 X2 X1 Xz

1 -1 -1 13 5,6 426 25.77
2 1 -1 57 5,6 25,8 6.25
3 -1 1 13 8,4 523 8.39
4 1 1 57 8,4 384 14.35

5 0 0 35 7 19392 126.39

6 0 0 35 7 19620 118.75

7 0 0 35 7 19380 122.66
8 -1,41 0 4 7 1884 21.95
9 0 -1,41 35 5 3,74 14.17
10 1,41 0 66 7 579,33 26.70
11 0 141 35 9 1394 26.29

X1 = temperatureC); X2 = pH.

Inactivation Kinetics

Inactivation kinetics for free and immobiliz¢gdgalactosidase were monitored for 2.5
h at 35°C and 45°C, using either the immobilizedysre with low load (32 U/g) or high load
(174 Ulg). Aliquots of each derivative were incudzhfor 30, 60, 120, 150 min in capped
tubes. At the specified times, they were cooled mdavroom temperature and the residual
activity determined. Similar aliquots of free enaysolution, containing 24 U, were treated in

the same way.
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Lactose hydrolysis in batch process

The lactose hydrolysis was evaluated by incubatiegimmobilizeds-galactosidase
(56 U), at 35°C, with 20 mL 5 % (w/v) lactose sadas in activity buffer, in Erlenmeyers
flasks. Aliquots were taken at different time ivas, filtered and immediately heated for 5
min in boiling water. Lactose hydrolysis was moretd by using glucose-oxidase-peroxidase
coupled assay procedure. After its first batch, tmenobilized enzyme was incubated

repeatedly in the same conditions described aboweder to evaluate their reusability.

Results and discussion

Enzyme immobilization

In this study, we used one silica derivative whpoovides cationic groups on the
surface for enzyme adsorption. The enzyme we useek, ha f-galactosidase from
Kluyveromyces lactigresents a pl of 5.1 (Shukla 1975), consequethityelectrostatic factor
contributes to the adsorption interaction in the q@idge > 5.1, whereas the molecules are
negatively charged above this value. Studies puslyopublished demonstrated that this
hybrid silica containing bridged positively charged-diazoniabicycle [2.2.2] octane chloride
group possess the capacity of anionic exchangenéset al 2008a). So, this is a probable
mechanism that takes place when the enzymaticieolig kept in contact with the support.
At this moment the negatively charged enzyme mddscioinds, eletrostatically, in the
positively charged support.

The activity was found to be varied with enzymediog on the silica support. The
higher the enzyme loading is, the slower the imizdiion efficiency gets. As shown in
table 2 at the lowest enzyme load the enzyme &gtivas more preserved, thus 74% of the
adsorbed enzyme remained active. Otherwise, imizabdn efficiency of the highest
enzyme load derivative decreased to 53%. This teffeald be attributed to a possible
adsorption of the new enzymes molecules onto teeiquisly adsorbed ones rather than onto

the support surface, therefore leading to diffudiontations caused by support overload that
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reduces the access of substrate to active sitersfiin & Coughlan 1991, Fuentet al.
2001). The immobilization yield increased from 1B28% when the enzymatic load was

increased.

Table 2: Effect of the load in the enzyme activity.

Applied activity Immobilization yield Immobilization efficiency
(U/g suportef (%)" (%)°
238 18 74
1173 28 53

*Enzyme units (EU) per gram of dry support

®Calculated by taking the difference between appéiad recovered activity in the supernatant and
washings.

‘Calculated using the expression/(Ex-Eg)x100; where [ is total enzyme activity applied in
immobilisation, E is immobilized enzyme activity andk Enzyme activity remaining in solution.

According to the results abovggalactosidase easily adsorbs in the support regult
in an active immobilized biocatalyst. The simplciof the physical adsorption used to
immobilize the enzyme is an important factor andldanake this material suitable for these
applications. Scanning electron microscopic (SEMgragraphs taken from the silica after
immobilization (figure 1), shows the structure lo¢ tused material.

Figure 1) Scanning electron microscopic (SEM) nicaphs

taken of the support after enzyme immobilization.
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Properties of enzyme derivative

Thermal stability - After incubating the low loadzyme derivative for 2.5h at 35°C it
lost 65% of its initial activity (figure 2) whilehe free enzyme has had almost no change in its
activity. At 45°C, the free enzyme lost, approxietat55% of their initial activity while both
derivatives were completely inactive. The immolaition process diminished the thermal
stability of f-galactosidase, suggesting that the charge-chatgeaction of the enzyme with
the carrier might induce a less thermo stabilityewlcompared to the native enzyrAaother
explanation could be attributed to the fact tha dommercial lactase contains stabilizing
agents, such as glycerol, which can help in thieilstation effect, as it was observed for the
free enzyme. After the immobilization process, émyme became adsorbed to the support
and the stabilizers are lost throughout the suceesgshings with buffer. In a previous work
it was described that the thermal stability of slaene enzyme (Maxilact LX-5000) decreased
when diluted in deionized water without stabilize¥8hile commercial lactase diluted in
deionized water (95.4 mg/l) presented a half-lite48°C of 3.7 min, lactase without
stabilizers diluted in deionized water (119.25 mgdtase), showed a half-live at 40°C of 1.6
min, demonstrating the protector effect of stabii&zin the thermal stability of this enzyme
(Cavaille & Combes, 1995).

The remaining activity of high-load derivative wa&% after the same incubation time
at 35°C, as shown in figure 2. This observed staibn effect might be the result of loading
excess of enzyme (Breret al. 1993). When stored in the fridge at 4°C for 28 sjape
enzyme inactivation was found to be, approxima2&lye 30% for the high load and low load,
respectively, as shown in figure 3.
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Figure 2) Inactivation kinetics gfgalactosidase at 35°C.



40

100

80 \:\

60 4

404 —n—High load immobilized enzyme
—e— Low load immobilized enzyme

Residual activity (%

204

T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Time (days)

Figure 3) Stability of immobilized enzyme at 4°C.

Km and \f, - Michaelis-Menten constantskand \f,, for the free enzyme have been
determined to be around 1,25 mM of ONPG and 25000LUrespectively. These data are
comparable to those reported by other author, wtherek,, was reported to be 1.7 mM of
ONPG (Cavaille & Combes 1995). In this work, afiee enzyme was adsorbed in silicg, K
and i, was 9,17 mM of ONPG and 344 U/qg silica, respettivand it was determined using
the high load derivative. Diffusion effects, caudsdthe presence of the support may be
mainly responsible for the increase ip,.KAnother reason for this is the steric factor eaus
by the neighboring enzyme molecules that could dnirtde access of the substrate to some of
the active sites causing diffusional constrainte¢@miniet al. 1998).

Optimum pH and temperaturerhe contour plot for free enzyme, generated froen th
obtained data is presented in the figure 4. Intdsted conditions, the maximum enzyme
activity was observed in an interval of temperaguoé approximately 30-40°C and pHs of
6.7-7.3, covering the central point of the expentndherefore, the combination of pH and
temperature of the central point (35°C e pH 7) e@ssidered optimum for the performance
of the enzyme. This result agree with those reparighe literature fop-galactosidase from
K. lactis that is, optimum pH between 6.9-7.3 and optimemperature between 35-40°C
(Shukla 1975, Gekas & Lopez-Leiva 1985).

Some immobilized enzyme systems have been repddedxhibit a change in
optimum pH as a result of surface charge effect®ooal microenvironment (Budrieret al.
2005, Lamb & Stuckey 2000). In this work, the imrfiahtion did not shift the position of
the optimum pH and temperature of the enzyme, ptegpoptimum activity (figure 5) at the

central point (35°C e pH 7). Similar results webtatned by others authors (Haider & Husain
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2007, Tanriseven & Dogan 2002). It's importantthis case, not to change the pH optimum
of the adsorbed enzyme, because milk and sweet hdneya neutral pH.

Enzyme activity
y (U/mL enzyme)

Il 19000
4 Il 16000

Il 13000
Il 10000
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[ 4000
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1000
57 66 -
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Figure 4) Contour plot to the effect of pH and temgture on the activity of free enzyme.
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Figure 5) Contour plot to the effect of pH and temgture on the activity of immobilized
enzyme

The analysis of the model was carried through treyais of variance (ANOVA) for
the determination of significant parameters andestimate the activity for free and
immobilized f-galactosidase as a function of pH and temperaiure.computed F-value for
free (715.64) and immobilized (78.12) enzyme atstivias higher than the F-value in statistic
tables (5.05), indicating that the model was sigaiit at high confidence level (95%). The
coefficient of determinatio®* of the model for the activity of the free enzymaswealculated
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to be 0.9986 indicating that the model is able xtplan 99.86% of the variability in the
response. And, for the activity of the immobilizenizyme thd¥* was calculated to be 0.9873
indicating that the model is able to explain 98.78fthe variability in the response. So, the
variation considered by the models is significastiperior to the possible random variations.
In this work, for the free enzymd, pH and second-ordeéf and pH were significant at
confidence level of 95%p(< 0.05), but the interaction between them have igoifscant
effect ong-galactosidase activity. We proposed then thast#wnd order polynomial model
for pH and temperature interactions representiegetizyme activity for freg-galactosidase
(Y) should be reduced to:

Y =19466.04 — 298.28— 9301.2%;° + 302.8%, — 9569.22¢,° (1)

where, Y represents the response variable apndind x, represent the studied variables,
respectively, temperature and pH in coded values.

For the immobilized enzyme, just second-orderand pH were significant at
confidence level of 95%p&0.05), which indicates that they can act as lmgitfactors and
even small variations in their values will altgrgalactosidase activity to a considerable
extent. However, the interactioa x; (p<0.079) was maintained in the model because of its
magnitude. So, we proposed the second order polhamodel for pH and temperature
interactions representing the enzyme activity fomiobilized f-galactosidaseY] should be

reduced to:

Y= 122.63-51.45¢°- 53.51%° + 6.37%1Xo (2)

where, Y represents the response variable andnd x, represent the studied variables,
respectively, temperature and pH in coded values.

To confirm the applicability of the modef-galactosidase activity in its free and
immobilized forms was determined at 35°C and pHwhjch are the optimum values
suggested by it. In this case, the coded settihgjsectested variables wekg = 0 andx, = 0,
respectively, with the model predicting enzymattaty of 19466.04 U/mL and 122.63 U/g
silica for free and immobilized enzyme, respectiv@lxperimentally, 19386 U/mL and 120.7
U/g silica was obtained for free and immobilizedzyne, respectively, confirming the

closeness of the model to the experimental results.
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Lactose hydrolysis

Studies of lactose hydrolysis in buffered lactoskitions (5%, w/v) were performed
in a batch process by incubating the immobilifedalactosidase at 35°C. The degree of
conversion in its first batch was 90.9% in 2.5h. gk®wn in figure 6, the rate of lactose
hydrolysis decreased with the reuse of the dexigattach cycle requiring longer reaction
time to reach the same degree of conversion. Atetite of 150 min, the extent of lactose
conversion was 64.1, 28.3 and 13% for the sucoes$sitches, respectively.

The decrease of the enzymatic activity could bebatied to the weak interactions
involved in the mechanism of adsorption and to ithectivation due to the low thermal
stability showed by the immobilized enzyme. Aldogan be explained by the pore structure
presented by the material used as a support. tevagpis work, it was proposed that the pore
structure of the hybrid material is imposed by threlged organic group, which had an
estimated length of 1.43 nm (Gushikerh al. 2008). f-galactosidase fronKluyveromyces
lactis is a large molecule (200 KDa) (Cavaille & Comb&®93) and cannot go into these
pores, being adsorbed just in the surface of thiemahand, in this way, the enzyme is more
exposed to the conditions of the environment, sashemperature and ions concentrations

that could desorbs the enzyme weakly adsorbeckisupport.
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Figure 6) Hydrolysis of buffered lactose soluti®&&q w/v) at 35°C.
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Conclusion

The hybrid material containing the double chargetidiazoniabicycle[2.2.2]octane
chloride organic group bonded to the silica framedweas tested here for the immobilization
of p-galactosidase. The material showed to be able dsorb the enzymeand the
immobilization efficiency was found to be high, anal 53 and 74%. The Michaelis-Menten
constants, pH and temperature optimum and opegdt&tability of the resultant adsorbed
biocatalyst were also determined.

In this work, we also demonstrate the possibilityising the hybrid material as a tool
for manufacturing hydrolysed-lactose products, wherthe immobilized enzyme could be
used in some batches for lactose hydrolysis deggitow thermo stability. However, we
know that it's possible to interfere during theatans involved in the synthesis of the hybrid
material and modify some important properties dame and size of pores. By increasing the
pore size of the material, to match the size ofpin@ with the size of the enzyme, it could be
possible to improve the retention of the enzymewal as its thermo stability, since the
enzyme could be adsorbed inside the pores andusbin their outer surface. Consequently,
this material warrants further modifications thatl we carried out by adding surfactants,
during the reactions of synthesis, to generatesppresenting a bigger size.
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Abstract

S-galactosidase was immobilized in an ionic/liquallaose film that presents properties as
increased flexibility and formability that could kReapossible their use as a coating for many
configurations of reactors for enzymatic process.pdlyamine was added during the
preparation of the film and their presence wasdleteby infrared analysis. Glutaraldehyde
was used to activate the films in order to generatalitions for enzyme immobilization. The
immobilization preserved 60% of the initiglgalactosidase activity. The Michaelis-Menten
kinetics parameters, Kand Vi, for immobilized enzyme were estimated to be 11?2 of
ONPG and 460.8%umol of ONP min'mg’ enzyme, respectively. No marked shifts in
optimum pH and temperature were observed after inilimation. Storage stability was also
determined. Highly efficient lactose conversion veabieved in a batch process at 7°C and
35°C and was possible to reuse the immobilized raezyn 16 repeated cycles, at low

temperature, without any drastic decrease in enagtieity.

*Corresponding author. E-mail: plinho@ufrgs.br
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1. Introduction

One of the major applications of enzymes in thedfowlustry is the preparation of
lactose-hydrolysed products, usifieggalactosidase (EC 3.2.1.23). This enzyme, commonly
know as lactase, catalyses the hydrolysis of lacm®ducing an isomolecular mixture of
glucose and galactose. It makes possible the cqrtgamof milk and other dairy products for
people with lactose intolerance. Another advantagjated to food technology, is the use of
[-galactosidase to process products such as iceicreandensed milk and milk sweet, to
reduce lactose concentrations thus avoiding thetaligation of lactose (sandy texture),
which improve some technological and sensorial iyuabf dairy foods as well as
digestibility, softness, creaminess, etc. Additibnathe enzymatic lactose hydrolysis can
occur with simultaneous formation of galactoolignd@arides (GOS) that can be used as
prebiotic food ingredients (Grosova, Rosenberg &rag, 2008). However, the use pf
galactosidase could be limited because of econmamsiderations, unless it is used in an
immobilized form. Immobilized enzymes offer sevemdvantages over their free form
equivalent. Examples include better stability, gassreuse, ease in enzyme and product
recovery and continuous operation.

A wide variety of materials is being used as suppor enzyme immobilization.
Typical materials used for these purposes inclutleas porous glass, acrylics, agarose,
alginate, chitosan, cellulose and others (Gros®asenberg & Rebros, 2008). Cellulose is
the most abundant natural polymer and it exhibitscebent biocompatibility and
hydrophilicity. It is also nontoxic, biodegradalded inexpensive, which make it a useful
support for enzyme immobilization (Vigo, 1998). Maenzymes and cells have been fixed in
fibers, in membranes and in gels of cellulose dlulose derivatives using different methods
(Gemeiner, Stefuca & Bales, 1993) Chemical attacttraeenzymes through covalent bonds
to the surface of cellulose is the preferred medmamue to its increased stability.

lonic liquids are a promising new class of solveats they are nonvolatile and
nonflammable and dissolve a wide range of chenticalpounds (Pfruender, Jones, Weuster-
Botz, 2006). Some works have reported the use oicidiquids as a solvent for
microcrystalline cellulose with further modificatidy the introduction of polyamines in the
matrix in order to generate conditions for enzymenbobilization (Turner et al.,, 2005 &
Bagheri et al., 2008).
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Previous work reported that the introduction of tlenic liquid 1n-butyl-3-
methylimidazolium bis(trifluoromethane sulfonyl)ida (BMI.(NTf),) in a syrup of cellulose
acetate results in films of cellulose with highdexibility, lower viscosity and better
formability probably due to an increase in the saflan between the cellulose
macromolecules (Gelesky et al., 2009).

So, in this work we use the cellulose prepared withionic liquid (BMI.(NTfy and
added a polyamine (triethylenetetramine hydrateprovide amino groups to the cellulose
films for further immobilization of f-galactosidase via a conventional coupling by

glutaraldehyde.

2. Experimental section

2.1. Materials

f-galactosidase fronk. lactis (Maxilact LX 5000), was obtained from Globalfood
(Brazil). Triethylenetetramine hydrate (98%), ONRgnitrophenylf-D-galactopyranoside)
and lactose was obtained from Sigma-Aldrich. Gleadstermination kit was purchased from
Reacur (Reactivos del Uruguay, Uruguay). Cellulsetate (Aldrich 39.8 %wt of acetylation
content) and acetone (Merck, 99.8 %) were used tepgoe the cellulose films.
Glutaraldehyde 25% is from Nuclear (Brazil). The n-butyl-3-methylimidazolium
bis(trifluoromethane sulfonyl)imide (BMI.(NTf) ionic liquid was synthesized in our
laboratory as previously described in the literat[8]. All other chemicals were purchased

from commercial sources and used without furtheifipation.

2.2. Preparation of the amino modified-cellulose liins containing BMI.N(Tf) »

Cellulose films with ionic liquid were prepared aoding to the procedure described
in a previous work (Gelesky et al., 2009). Cellelexetate (10.0 g) was added to a reaction

flask containing 90 mL of acetone and the mixturasvallowed to sit for 24 h at room
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temperature under a dry nitrogen atmosphere. Afigrous syrup was formed, the ionic
liquid (1 g) was added to the syrup (5 g, cellulasetate). To this mixture, 0.2 mg of the
triethylenetetramine hydrate dissolved in 2 mL &catid was added and magnetically stirred
until a homogeneous phase was obtained. Films prepared by spreading the homogeneous
phase over a glass plate. The thickness was claatitol 20um by using a spacer. The solvent

was evaporated in an open atmosphere.

2.3. Activation of the modified cellulose films angb-galactosidase immobilization

Cellulose films were removed from the glass platd aut to the size of 1 x 1 cm.
Films (50 crd) were activated in 25 mL of 2.5% glutaraldehydeison prepared with 0.1 M
phosphate-potassium buffer (pH 7.0), and stirredLftr at room temperature. The activated
films were extensively washed with the same budfest immediately incubated in 20 mL of a
p-galactosidase solution (1 mg/mL) in 0.1 M phosphadtassium buffer, pH 7.0, containing
1.5 mM of MgCi} (activity buffer) for 15 h at 8°C under slow rotati After immobilization,
excess of enzyme was removed by successive waswittydbuffer, until no more activity
was detected in the washing fractions. Betweenetiveashes, immobilized enzyme was
washed under conditions to eliminate any proteidemde noncovalently attached to the

support (1 M NaCl and 30% ethylene glycol).

2.4. Measurement of free and immobilized enzyme aeity

Free and immobilize@#-galactosidase activities were measured using tihengagen
ONPG as substrate. The measurements were perfanreatdivity buffer at 14 mM ONPG
concentration and 35°C. The reaction was stoppeddbijtion of borate buffer pH 9.8. The
released-nitrophenol (ONP) was determined spectrophotormagtyi at 415 nm. One unit of
enzyme activity (U) is defined as the amount ofyemz which catalyses the conversion of 1
umol of ONPG too-nitrophenol per minute under the conditions staledve. An extinction

coefficient for ONPG of 2.0 x £ cm™* was used.



53

Protein content of the enzyme solutions were detesthby the Lowry assay (Lowry
et al., 1951) at 750 nm using BSA as the standdrd.immobilized protein was estimated as
the difference between the amount of protein agpbethe support and the amount recovered

in the pooled supernatant and washing fractions.

2.5. Characterization of films

The infrared spectra of the cellulose films wergaoted using a Shimadzu FTIR,
model 8300. The spectra were obtained at room teyre with a resolution of 4 ¢ihand

100 cumulative scans.

2.6. Kinetic parameters (K, and V)

The kinetic parameters,Kand \, for free and immobilize@-galactosidase, were
determined using varying concentrations of ONP@ha activity buffer. These values were

calculated by the Lineweaver-Burk plots.

2.7. Optimal temperature and pH for native and immdilized enzyme activity

A central composite design (CCD), wikh= 2, and analysis of response surface was
used in order to determine the optimal pH and teatpee for free and immobilizeg-
galactosidase. A total of 11 sets of experimenteweenployed in this study to determine the
significant factors affecting th@-galactosidase activity (tablel). The significarafethe
regression coefficients was determined by Studesgst; the second-order model equation
was determined by Fisher’s test. The variance exgieby the model is given by the multiple
coefficient of determination?. Statistica 7.0 software (Statsoft, USA) was uded

regression and graphical analysis.
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Table 1) Experimental design and results for freg immobilizeds-galactosidase according
to the Z full factorial central composite design.

Coded setting Actual levels »
) Immobilized
levels g =T; X =pH) (X;=T;X;=pH) Freep-galactosidase ) o
Treatment . N . pS-galactosidase activity
activity (U mg" protein) N )
(U mg~ protein)
X1 X2 X1 X2
1 -1 -1 13 5,6 8,88 56,61
2 1 -1 57 5,6 0,54 20,25
3 -1 1 13 8,4 10,9 20,37
4 1 1 57 8,4 8 61,79
5 0 0 35 7 404 115,12
6 0 0 35 7 408,75 127,38
7 0 0 35 7 403,75 107,88
8 -1,41 0 4 7 39,25 60,64
9 0 -1,41 35 5 0,08 28,31
10 1,41 0 66 7 12,07 15,30
11 0 1,41 35 9 29,04 57,42

X1 = temperature-C); Xz = pH.

2.8. Storage stability of the immobilized enzyme ithe fridge

Immobilized enzyme was stored in the fridge at 48€ 30 days, the remaining

enzyme activity were measured with ONPG buffer tmfuas described above.

2.9. Lactose hydrolysis in batch process

The hydrolysis was carried out in erlenmeyers #ask the presence of 15 mL of
lactose solutions 5 % (w/v) in activity buffer afiegalactosidase immobilized on cellulose

films (73U). Samples were withdrawn periodicallydasnalyzed enzymatically for glucose.
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The hydrolysis was tested at two different tempees, at 35°C, the optimum temperature for
enzyme activity and at 7°C, to assay industriaddams. After its first use, the immobilized
enzyme was incubated repeatedly in the same congitiescribed above in order to evaluate

their reusability.

3. Results and discussion

3.1. Characterization of films

The spectra of cellulose acetate films containmgc liquid (unmodified film) is
shown in figure 1. The spectra of the film modifiedth triethylenetetramine shows, in
comparison to the unmodified film, absorptions Higpd at 1563 cth and 1638 cni
attributable to amine bands (figure 2). These specshowed the incorporation of the
polyamine in the cellulose films for further attamfys-galactosidase. To extend the molecular
spacer and facilitate the attachment of the enzyheamino groups on the surface of the
films were transformed into aldehyde groups by gigjlutaraldehyde, a formal methodology
to prepare surfaces for immobilization of enzymidse spectra of “activated film” is shown
in figure 3. In this spectra, the 1563 ¢iband did not appear, probably due to the formation
of Schiff's base (C=N).
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Figure 1: IR spectra of cellulose acetate film agmng ionic liquid (unmodified film).
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Figure 2: IR spectra of cellulose acetate film egning ionic liquid modified with
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Figure 3: IR spectra of cellulose acetate film agrihg ionic liquid modified with

triethylenetetramine and activated with glutaraigh

3.2 Enzyme immobilization

Activities for free and immobilize@-galactosidase are shown in table 2. The amount

of bound protein was.8 pg/cnt of film, with 40% of lost on the expressed actjvit
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Table 2: Enzyme activity for free and immobiliz&dalactosidase.

Bound protein Specific activity - PN
Samples (ug/cn?) (U/mg enzyme) Activity retention (%)
Freep-galactosidase 479.16 100
Immobilizedp- 58 287 60

galactosidase

Covalent binding of enzymes has the mainly advantagt enzyme does not detach
from the carrier. On the other hand, the major dlisatage is low activity yield owing to
exposure of the biocatalyst to severe reactiongliions (Grosova, Rosenberg & Rebros,
2008), which could explain the fall in activity avged in this work when free and
immobilized$-galactosidase were compared. The immobilizatiothotewe used, activation
of amino-cellulose with glutaraldehyde is basedtims idea that one aldehyde group reacts
with the amino group on the matrix forming a Schitiase and the other remains available
for further reaction with the amino group from f®tein. Proteins are bound irreversibly to
the glutaraldehyde-treated carrier by a reacti@sygmably analogous to that occurring during
intramolecular cross-linking with this reagent, ahis reported that could be responsible of

changes in the protein conformation with a restltass of activity (Giacomini et al., 1998).

3.3. Properties of the immobilizeds-galactosidase

3.3.1. Kinetics parameters

The activities of free and immobilized enzymes Various substrate concentrations
are plotted in Lineweaver-Burk graph of 1/v vs. /s velocity of reaction and s = substrate
concentration), from which maximal activities andchaelis-Menten constants (K values
are calculated. As shown in table 3, Kvas affected after immobilization. Diffusion
limitation for the reaction caused by the preserside support and by the mutual interaction
between the immobilized proteins may be mainly oesgble for the increase in,Kvalue.
When saturated with substrate, the immobilized ereyshowed a little decrease in,V
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possible due to conformational changes in the eezstructure after immobilization
(Rejikumar & Devi, 2001)

Table 3: Determination of kinetic parameters feefand immobilize@-galactosidase.

Kinetic parameters Free Enzyme Immobilized Enzyme
Km? 1.25 11.22

Vi 531.9 460.83

*mM of ONPG

®umol de ONP miit mg* enzyme

3.3.2. pH and temperature optimal

Treatments 5, 6 and 7, which correspond to theralepbints in the experimental
design, showed the highestgalactosidase activities for free and for immagiti enzymes
(table 1). These results suggest that the enzymeamaptimal activity at broad temperature
(30-40°C) and pH (6.7-7.3) range (figure 4). Theref the combination of pH and
temperature of the central point (35°C e pH 7) e@ssidered optimum for the performance
of the enzyme, which were within the range repoftedothers authors fois-galactosidase
from K. lactis (Gekas & LoOpez-Leiva, 1985; Cavaille & Combes, 399mmobilization
process did not change the pH and temperature optifar the immobilized enzyme (35°C e

pH 7), as we can see in the figure 5.

9
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Figure 4) Contour plot for the effects of temperatand pH on freg-galactosidase activity.
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Figure 5) Contour plot for the effects of temperatand pH on immobilize@-galactosidase activity.

The analysis of variance (ANOVA) was used for thetedmination of significant
parameters and to estimate the spegifgalactosidase activity, for free and immobilized
enzyme, as a function of pH and temperature. Tmepated F-value for free (715.64) and
immobilized (15.77) enzyme activity was higher ththe F-value in statistic tables (5.05),
indicating that the model was significant at higinfidence level (95%). The coefficient of
determinatiorR? of the model for the activity of the free enzymasacalculated to be 0.9986
indicating that the model is able to explain a 8%80f the variability in the response. And,
for the activity of the immobilized enzyme tRé was calculated to be 0.9404 indicating that
the model is able to explain a 94.04% of the vditghin the response. So, the variation
considered by the models is significantly supetthe possible random variations. In this
work, for the free enzymd,, pH and second-ord@rand pH were significant at confidence
level of 95% p<0.05), but the interaction between them have goifitant effect ong-
galactosidase activity. We proposed then that ¢doersd order polynomial model for pH and
temperature interactions representing the enzyrieitgdor free p-galactosidaseY] should

be reduced to:

Y = 405.54 — 6.2%; — 193.77%:%+ 6.31%, — 199.36%,° (1)
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where, Y represents the response variable apndind x, represent the studied variables,
respectively, temperature and pH in coded values.

For the immobilized enzyme, just second-orderand pH were significant at
confidence level of 95%p&0.05), which indicates that they can act as Imgitfactors and
even small variations in their values will altgrgalactosidase activity to a considerable
extent. However, the terms (p<0.168),x, (p<0.237) andk; X, (p<0.058) were maintained in
the model because of its magnitude. So, we proptteedecond order polynomial model for
pH and temperature interactions representing theymnee activity for immobilizedg-

galactosidaseY] is:

Y= 116.79 - 7.3%; - 39.69x;° + 5.81x; - 37.23%,° + 19.44x1X; 2)

where, Y represents the response variable apndind x, represent the studied variables,
respectively, temperature and pH in coded values.

To confirm the applicability of the mode#;galactosidase activity in theirs free and
immobilized forms was determined at 35°C and pHwhjch are the optimum values
suggested by it. In this case, the coded settihgjseatested variables wexge= 0 andx, = 0,
respectively, with the model predicting enzymatativaty of 405.54 U/mg enzyme and
116.79 U/mg enzyme for free and immobilized enzyrespectively. Experimentally, 403.5
U/mg enzyme and 112.5 U/mg enzyme was obtainedrém and immobilized enzyme,

respectively, confirming the closeness of the moal¢he experimental results.

3.3.3 Storage stability of the immobilized enzymenithe fridge

The storage stability was investigated by measutiiregenzyme activities at certain
time intervals and the results are given in figbiré\fter 17 days, there are almost no changes
in enzyme activity. Over this period, the immolelizenzyme began to lose their stability and
after 30 days in the fridge the reminiscent agtiwitas 76.22%. It is noteworthy that no
additive or preservative was added to buffer whkesfilms with the immobilized enzyme
were submerged. It is known the addition of saltstabilizants may contribute to mantaining
the enzyme stability (Fields 2001; Thompson & Elssg 1999).
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Figure 6) Storage stability of the immobilized emeyin the fridge

3.4 Lactose hydrolysis

Lactose hydrolysis performed with immobilizgepalactosidase (73 U) in 15 mL of
buffered lactose solutions (5% wi/v) at 7°C resuitedl.5% of lactose conversion in 11 h for
it first use. Lactose hydrolysis was carried ouf%t to assay the conditions used in industrial
scale to avoid microbial contamination of milk orilknwhey. The reusability of the
immobilized enzyme has been shown in figure 7. Beguk batch hydrolysis of buffered
lactose solutions by the immobilized enzyme, at, Zlfdwed 16 repeated 11 h cycles without
any drastic decrease in the rate of lactose hysily
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Figure 7) Repeated batch hydrolysis of bufferedtose solution (5% wi/v) at 7°C using-
galactosidase immobilized on cellulose films. Hygss was performed in erlenmeyers flasks in 11 h

cycles.

At 35°C, the optimal temperature for immobilizedyme activity, lactose hydrolysis
performed with immobilizegs-galactosidase (73 U) in 15 mL of buffered lactss&utions
(5% wi/v) resulted in 96.7% of lactose conversiondirh for it first use. Repeated batch
hydrolysis of buffered lactose solutions by the iofntized enzyme was carried out in time-
varied cycles since the immobilized enzyme requicedjer reaction time to reach the same
rate of hydrolysis compared to the previous cyfilgute 8). So, the i, 2% and ¥ cycle
were of 5 h, the cycles 4, 5, 6 anll Were of 9 h, cycles 8, 9 and"\@ere of 10 h and the
remaining were of 11 h. In the last cycle ((L&he immobilized enzyme was able to convert
74.4% of lactose.

These results shows that immobilized enzyme is naatere at 35°C, hydrolyzing
more substrate in less time (96.7% of hydrolysid im) than at 7°C (79% of hydrolysis in 11
h), for its first uses. However, the immobilizedzgme is more stable at 7°C than at 35°C,
since the rate of hydrolysis remained approximat&gstant during 16 cycles at 7°C and

decreased in each cycle at 35°C.
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Figure 8) Repeated batch hydrolysis of bufferedolse solution (5% wi/v) at 35°C using
galactosidase immobilized on cellulose films. Hygss was performed in erlenmeyers flasks in
time-varied cycles.

4. Conclusion

We have demonstrated here the immobilizatiors-gfalactosidase onto a cellulose
film prepared with ionic liquid. The introductiorf amino groups was confirmed by FTIR
analysis. The support obtained was treated wittaghldehyde to generate aldehyde groups in
the surface for further enzyme immobilization. Tinemobilized f-galactosidase could be
applied in 16 repeated batches of lactose hydlgsi7°C without significant loss in its
activity.

Although there is much room for improvement of therformance of the material
presented in this work, the results are encouradig to this better formability, given by the
presence of the ionic liquid, it is possible to ubese cellulose films with immobilized

enzyme as a coating for glass beads, plates aotbredor enzymatic reactions.
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3 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho teve como objetivo principal estulifarentes suportes para avaliar a
imobilizacdo da enzimg-galactosidase com vistas a sua utilizacdo posteambtencdo de
produtos lacteos com baixo teor de lactose. Assgiinialmente, foram testadas algumas
metodologias de imobilizacdo: inclusdo em esferasalfjinato de calcio, imobilizacéo
covalente em polietileno tereftalato pelo métodoadd-azida, adsorcdo em um material
hibrido a base de silica e imobilizacdo covalente fédme de celulose/liquido i6nico
modificado com grupos amina e ativado com glutaidiol

As duas primeiras metodologias n&o foram utilizag@sa testes posteriores
(determinacdo dos parametros cinéticos, pH e tatyper 6timos, avaliacdo da hidrélise da
lactose e estabilidade) com a enzima imobilizadacegeraram resultados para este trabalho.
A inclusdo em alginato de calcio apresentou bosslt@los de rendimento e eficiéncia,
porém esta metodologia ja foi amplamente utilizaxavarios trabalhos de imobilizacdofe
galactosidase e, além disso, apresenta como dageamta diminuicdo da resisténcia
mecanica das esferas com o tempo de uso (BRUKH)1B8possibilitando sua utilizacdo
por periodos prolongados. A imobilizacdo em padéab tereftalato apresentou a grande
desvantagem de que parte do material apés a ativeagareduzido a pd, o qual continuava
sendo liberado mesmo apds a imobilizagdo da enzim@gssibilitando sua aplicagdo em
alimentos. Resultado semelhante foi obtido poréMavet al., (1989) que utilizou polietileno
tereftalato para imobilizacdo de amiloglicosidasepds ativacdo do material com hidrazina,
este era parcialmente convertido a p6é. Além disssyltados de eficiéncia e rendimento de
imobilizagéo obtidos pela utilizagdo deste supfwtam sempre muito baixos, descartando a
possibilidade do seu uso.

O material hibrido a base de silica, desenvolvido Laboratério de Solidos e
Superficies (LSS) do Instituto de Quimica da UFRG@E, utilizado para avaliar a
Imobilizagdo dep-galactosidase via adsorcdo, conforme pode sernamse no artigo
Application of a silica based hybrid material as@pport forg-galactosidase immobilization
(artigo 1). Este suporte possui grupos organicastipamente carregados em sua matriz e,
uma vez que a enzima possui um ponto isoelétricdh.de as interacbes eletrostaticas
contribuem com sua adsorcéo, ja que as moléculaazima estdo negativamente carregadas

no pH 7.0 do tamp&o de imobilizacao utilizado.
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Para avaliar a capacidade do suporte em relac@ardidade de proteina que pode ser
imobilizada e suas possiveis consequéncias pagaangenho da enzima imobilizada, foram
utilizadas duas concentracdes diferentes de peotedi3 e 1.2 mg/mL de proteina,
correspondentes a 238 U e 1173 U de enzima. Estastidades foram estabelecidas em
ensaios prévios de imobilizacdo e escolhidas camugdo de observar o efeito de uma baixa
e alta concentracdo de proteina sobre o rendineeefwiéncia de imobilizagdo e também o
possivel efeito protetor da alta carga de protsivlare a estabilidade térmica da enzima
imobilizada.

Os resultados obtidos mostraram que o rendimentondailizacdo, que indica a
quantidade de proteina que foi imobilizada em &slag quantidade aplicada, foi de 18% para
a solucédo de concentracdo mais baixa (0,3 mg/nfb) ée 28% quando uma concentracao
mais alta de proteina (1,2 mg/mL) foi aplicadatempo de imobilizacdo de 2 h, conforme
mostrado no artigo 1. Isto indica que aumentangoaatidade de proteina aplicada, aumenta
também a quantidade de proteina que fica retidsuporte. Porém, foi observado um efeito
negativo da alta concentracdo de proteina aplinadeficiéncia da imobilizacdo (parametro
que avalia a atividade da enzima depois de im@liizem relacdo a atividade da enzima que
ficou teoricamente retida) que diminuiu de 74 pa3a% com o0 aumento da carga protéica
aplicada. Isto significa que o substrato pode esténendo dificuldade de acesso aos sitios
ativos das moléculas de enzima causada pelo exdessonzima que ficou retida no suporte
(KIERSTAN; COUGHLAN, 1991). Observacoes semelharfiteam feitas por Carpio et al.,
(2000) que relatam que a eficiéncia da imobilizadgé-galactosidase por adsor¢cdo em po de
0sso teve um decréscimo de 83 para 51% quandocardoacdo de enzima aplicada passou
de 76 para 313 U/g de suporte, pelos mesmos masios citados.

Em relacdo a estabilidade térmica da enzima inmatni, observou-se que para as
duas concentracdes de proteina avaliadas na izeatdld, a inativacdo da enzima imobilizada
foi mais rapida do que a inativacdo da enzima lisupondo que o processo de imobilizacao
pode induzir a uma menor estabilidade térmica daren Uma vez que a enzima comercial é
protegida em glicerol, e que provavelmente todaegtil seja perdido no processo de
imobilizacéo, este também pode ser um dos motietis gqual a enzima imobilizada tenha se
mostrado mais instavel do que a enzima livre. Eamte, em comparacdo com a enzima
imobilizada de mais baixa concentragdo de proteimgnzima imobilizada que possuia maior
concentracdo de proteina mostrou-se mais est@velpsste resultado provavelmente devido
ao efeito protetor que a maior carga de proteina ge sistema (BRENA, 1996). Em relacao

a estabilidade ao armazenamento refrigerado ndwehaguandes diferencas entre as
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concentracdes aplicadas de proteina, sendo queaalé 28 dias, a inativacdo da enzima
imobilizada foi de 25 e 30% para a enzima imobil&Zale alta e baixa carga protéica,
respectivamente. Mesmo tendo uma eficiéncia de ilimabdo mais baixa, a enzima
imobilizada com maior carga protéica, devido a su@or estabilidade térmica, foi a
escolhida para os testes seguintes de determidacfarametros cinéticos, pH e temperatura
otimos e hidrolise da lactose.

Os parametros cinéticos de Michaelis-Menten, & Vn, tiveram seus valores
determinados pelo método grafico de Lineweaver-Bhgte método tem a desvantagem de
utilizar dados obtidos em baixas concentracéesutdstiato, sendo esta uma regido onde
principalmente para enzimas imobilizadas, os efeddusionais sdo muito importantes.
Assim, este método da como resultado um consideg@weento no valor de Ke um
decréscimo em Y(OVSEJEVI, 1998). Porém, este método € o mais cagnterutilizado em
trabalhos de imobilizacdo de enzimas e para finsodeparacao foi também escolhido para
este trabalho. Como mostrado no artigo 1, os valdesk;, e Vy, para a enzima livre foram
1,25 mM e 25000 U/mL, respectivamente e para aveninobilizada foram de 9,17 mM e
344 Ulg silica, sendo estes determinados utilizaadenzima imobilizada de mais alta
concentracdo protéica. Efeitos difusionais causagels. presenca do suporte e pelas
moléculas de enzimas vizinhas podem dificultar essags do substrato ao sitio ativo
(GIACOMINI et al.,, 1998), levando a aparente dingdw da afinidade da enzima pelo
substrato, como indicado pelo acréscimo no valdf gle

A determinacao do pH e temperatura 6timos tanta eazima livre como para enzima
imobilizada foi realizada utilizando o planejameatgerimental fatorial descrito no artigo 1.
A combinacédo de pH e temperatura do ponto cer88 e pH 7) foi considerada 6tima para
atuacdo da enzima livre, sendo que sua imobiliza@@aomudou a posicado destes parametros.
Neste caso, € importante ndo haver mudancas sajivAis no pH o6timo de atuacdo da
enzima imobilizada, uma vez que o leite e 0 soegmssuem valores de pH mais proximos
a neutralidade.

Por fim, a enzima imobilizada foi utilizada paraabar a hidrolise da lactose em
batelada. Apenas quatro sucessivas reutilizacbesndena imobilizada foram possiveis,
sendo que o grau de conversao da lactose no poinmsirda enzima imobilizada foi de 90,9%
em 2,5 h e decresceu a cada reutilizacdo, sendaafieal do mesmo periodo o grau de
hidrolise atingiu 64,1, 28,3 e 13% para as sucassieutilizacbes. Este resultado ja era
esperado, uma vez que o método de imobilizacdagrmrcao € baseada em interacdes fracas

entre a enzima e 0 suporte e, por isso, torna-staria susceptivel as variagcbes de pH,
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temperatura e concentrag6es de ions do meio, papeacarretar na desorcédo da enzima do
suporte(TANAKA; KAWAMOTO, 1999 citado por GROSOVA et al2008).Além disso, a baixa
estabilidade térmica da enzima imobilizada podesido responsavel pelo decréscimo da
atividade enzimatica observada nas sucessivas lised Novamente, tais resultados se
assemelham aqueles obtidos por Carpio et al., j2@0@e a utilizacdo dg-galactosidase
imobilizada por adsor¢do em po6 de osso para allsidrda lactose em batelada possibilitou
apenas quatro reutilizacdes da enzima imobilizageesentando um decréscimo no grau de
hidrolise a cada ciclo, sendo que no ultimo cicrau de hidrélise foi de 20%.

Uma vez que este suporte apresenta poros de diesedsdl,43 nm, e sendgfa
galactosidase dK. lactis de grandes dimensdes moleculares (200 KDa), estadsorvida
apenas na area superficial externa de tais postendd mais sujeita as variacdes do meio.
Entretanto € possivel aumentar o tamanho dos gargsiporte para que estes correspondam
ao tamanho da enzima, fazendo com que a adsorgéi@a ow@ superficie interna dos poros,
atrasando, possivelmente, a desorcao da enzimzpdas.

Para obter uma maior estabilidade da enzima ema®la sua retencdo ao suporte e
assim possibilitar um namero maior de reutilizacesbiocatalisador obtido, a enzima foi
imobilizada por ligagbes covalentes, que sao ligachais fortes do que as interacdes
envolvidas na adsor¢cdo, em um filme de celulosgdmiénico como pode ser observado no
artigolmmobilization ofj-galactosidase in an lonic Liquid/Cellulose Filj@rtigo 2).

O filme de celulose/liquido i6nico utilizado nesestudo foi desenvolvido no
Laboratoério de Catalise Molecular do Instituto déirica da UFRGS. A caracterizacdo deste
filme é descrita por Gelesky et al., (2009). Dueamtpreparo dos filmes, foi adicionada uma
poliamina (trietilenotetramina), a fim de introdugrupos NH aos filmes para posterior
ativacdo com glutaraldeido e imobilizacdo da enzima

Andlises de infravermelho comprovaram a introdudgéaopoliamina, uma vez que,
conforme apresentado no artigo 2, no espectro ldéose modificada houve o aparecimento
de bandas a 1563 ¢he 1638 crit que sdo tipicas de funcBes amina, as quais estavam
ausentes no espectro da celulose ndo modificad®s Afivacdo com glutaraldeido, a banda
em 1563 crit ndo apareceu, provavelmente devido & formacédo s ti@ Schiff (ligacéo
C=N).

Para avaliar a imobilizacdo ghgalactosidase neste suporte, os filmes de celulose
foram cortados no tamanho de 1 cm x 1 cm. Assiatjvddade da enzima imobilizada foi
avaliada em funcéo da area de filme utilizada, sendtividade especifica obtida dividindo-

se pela quantidade de proteina que ficou imobgizedarea de filme considerada. Do total de
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proteina aplicada, 20 mg em 50%de filme, ficaram imobilizadas 0,29 mg (5.8/cnf),
sugerindo que a concentracdo da solucdo de imathiiz pode ser mais baixa e assim uma
quantidade menor de enzima poderia ser utilizadaavAliacdo da capacidade de carga
protéica deste suporte € uma sugestdo para otimizandimento da imobilizacdo. Apods a
enzima ser imobilizada ao suporte, esta apresamoal queda de 40% na sua atividade
especifica, 0 que ndo € um resultado incomum quangionas sdo imobilizadas por ligagbes
covalentes, onde mudancas conformacionais podesiooea a diminuicdo de sua atividade.
Neste caso, conforme citado por Giacomini et dl998), a reacdo que ocorre entre o
glutaraldeido e a proteina depois do suporte tkr gtivado é analoga a reacgao aless-
linking intramolecular de proteinas utilizando o mesmo eety e cuja natureza ndo €
completamente entendida, sendo relatada como r&®pein por induzir mudancas
conformacionais na enzima.

Os parametros cinéticos de Michaelis-Mentep,eKVy,, obtidos pelo método grafico
de Lineweaver-Burk, para a enzima imobilizada,fodeterminados ser 11,22 mM de ONPG
e 460,83umol de ONP miit mg* enzima, respectivamente. Em comparacdo cene K/,
obtidos para a enzima livre, houve um aumento dg due, da mesma forma citada
anteriormente no artigo 1, pode ser devido a pgesdn suporte e a mutua interagdo entre as
moléculas de proteina imobilizadas. O decréscimuatar da velocidade maxima de reacao
quando a enzima estd saturada pelo substratd €V possivelmente devido as mudancas
conformacionais sofridas pela enzima apés sua iimabéo (REJIKUMAR; DEVI, 2001).

Da mesma forma apresentada no artigo 1, pH e tetopar 6timos da enzima
imobilizada em filme de celulose foram determinadtkizando planejamento experimental
fatorial. A combinacdo de pH e temperatura do paetaral (35°C e pH 7) foi considerada
Otima para atuacédo da enzima imobilizada. Obseovansliperficie de contorno apresentada
no artigo 2, percebe-se uma inclinacdo ndo obsampach a superficie de contorno da enzima
livre, sugerindo que a interacédo pH x temperatargifnificativa para a atividade da enzima
imobilizada.

A estabilidade ao armazenamento em geladeira dananmobilizada foi avaliada
durante 30 dias e permaneceu praticamente inadtgradaproximadamente 17 dias. No final
do periodo a atividade remanescente foi de 76,228be ressaltar que nenhum aditivo ou
conservante foi adicionado ao tampao onde os fildeeselulose com enzima imobilizada
estavam imersos. Sabe-se que a adicdo de saistims Oestabilizantes” também podem
contribuir para a manutencdo da estabilidade damenfFIELDS, 2001, THOMPSON;
EISENBERG, 1999)Assim, € provavel que a adicdo de estabilizamtesio o glicerol, ao
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tampdo de armazenamento podera aumentar o tempe epEma imobilizada permanecera
viavel para uso.

A hidrélise da lactose pela enzima imobilizada filoses de celulose foi avaliada em
duas temperaturas diferentes, a 35°C, temperatjaaatividade enzimatica € considerada
Otima para estA-galactosidase, e a 7°C, para “ensaiar” condigishssiriais, evitando assim
o desenvolvimento de microrganismos que possam psgtaentes no leite ou no soro do
queijo.

A 7°C, a enzima imobilizada pbde ser reutilizadaldhriclos de hidrélise de 11 h,
sem decréscimo notavel de sua atividade enzima&i@b°C, a enzima imobilizada foi aos
poucos perdendo atividade, necessitando um margdele reacdo para alcangar o0 mesmo
grau de hidrolise do ciclo anterior. Apesar de ziraa imobilizada ser mais ativa a 35°C, ela
€ mais estavel a baixa temperatura e, por isse ped reutilizada por mais tempo, como
mostram os resultados. Além disso, os filmes delest estavam visualmente mais
conservados ao final do experimento de hidrolisg°@ do que ao final do mesmo
experimento a 35°C, aparentando uma durabilidateffambém maior a baixa temperatura.

Ainda que outros estudos possam ser realizadosaparéeicoar esta metodologia de
imobilizacéo, as caracteristicas de maior flexdlaitie e maleabilidade dada pela presenca do
liquido i6nico ao filme de celulose (GELESKY et,d009) e os resultados obtidos no
presente trabalho, permitem afirmar que este é aterial adequado para ser testado como
revestimento de superficies (esferas, cones, tyllasas) a serem usadas em reatores de

hidroélise enzimatica.
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4 CONCLUSOES

A imobilizacdo dags-galactosidase ao material hibrido a base de sipcasentou uma
eficiéncia de imobilizacdo que variou de 53 a 748tadordo com a quantidade de enzima
aplicada. Apesar da alta eficiéncia, a imobilizagéwinuiu a estabilidade térmica da enzima
guando comparada a sua forma livre, sendo esteaspassiveis motivos que levaram a
perda de atividade observada durante as quatresuas bateladas de hidrélise. O suporte
utilizado mostrou uma boa capacidade de adsorcéta dmzima, porém talvez ndo seja
totalmente adequado devido ao fato de apresentzaintzo de poros muito pequenos se
comparados ao tamanho da enzima. Isto faz com qmeima figue adsorvida somente a
superficie externa do suporte, e, por isso, figaesmsusceptivel as variagcdes do meio onde se
encontra. Este trabalho teve a importancia de dstraora utilizacdo deste material hibrido a
base de silica como adsorvente para a enzima, p@ana ser reutilizado para hidrélise da
lactose talvez sejam necessarios ajustes que aementretencdo da enzima ao suporte e
também melhore sua estabilidade térmica.

A imobilizacdo covalente da enzima aos filmes delase contendo liquido i6nico se
mostrou como uma metodologia bastante adequadanpalbdizacéo dg-galactosidase, uma
vez que permitiu sua reutilizacdo por sucessivow<ide hidrélise sem grandes perdas de

atividade enzimatica.

PERSPECTIVAS FUTURAS

Testar a adicdo de surfactantes durante as real@egelificacdo no preparo do

material hibrido a base de silica a fim de modelaumentar o tamanho dos seus
poros;

Utilizar o material hibrido a base de silica comnevesstimento de superficies que
apresentem uma porosidade adequada, como exerdptodé porosidade controlada,

para posterior imobilizacdo dgagalactosidase, avaliando sua estabilidade térmica
capacidade de reutilizagéo.
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Avaliar o efeito da presenca de sais e outros éigtaiies durante o armazenamento
da enzima imobilizada;

Otimizar a quantidade de enzima utilizada para ihzalgdo nos filmes de celulose;
Utilizar os filmes de celulose como revestiment@apauperficies como esferas,
placas, cones e tubos a serem utilizados em collmdsito fixo a fim de fornecer
dados para sua aplicacao industrial.
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APENDICES

APENDICE A — Andlise de variancia (ANOVA) para o deto de regressdo para

determinacao do pH e temperatura 6timos para atieidigs-galactosidase livre (U/mL).
Média F F

Fonte de Soma Graus de
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regressao 774067386,9 5 154813477,4 715,64 5,05
Residuo 1081635,021 5 216327,0043
Falta de ajuste 1045059 3 348353,0071 19,04
Erro puro 36576 2 18288
Total 775149022 10

APENDICE B - Andlise de variancia (ANOVA) para o deto de regressdo para
determinacdo do pH e temperatura 6timos para atieicespecifica dé-galactosidase livre

(U/mg).
Fonte de Soma Graus de Média F F
Variacdo Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséao 335966,7478 5 67193,34955 715,64 5,05
Residuo 469,4596447 5 93,89192894
Falta de ajuste 453,6 3 151,1948816 19,04
Erro puro 15,9 2 7,9375
Total 336436,2 10

APENDICE C - Andlise de variancia (ANOVA) para o deto de regressdo para
determinacdo do pH e temperatura 6timos para atieidlgs-galactosidase imobilizada em

silica.
Fonte de Soma Graus de Média F F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica calculado tabelado
Regresséao 24080,03559 5 4816,007119 78,12 5,05
Residuo 308,2174222 5 61,64348444
Falta de ajuste 279,00 3 93,00074139 6,36
erro puro 29,22 2 14,60759903
Total 24388,25 10
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APENDICE D - Andlise de variancia (ANOVA) para o deto de regressdo para
determinacdo do pH e temperatura 6timos para atieidlgs-galactosidase imobilizada em

celulose.

Fonte de Soma Graus de Média F F
Variacao Quadrética Liberdade Quadrética calculado tabelado
Regressao 15078,45 5 3015,69 15,777 5,05
Residuo 955,70 5 191,14
Falta de ajuste 761,33 3 253,78 2,611
erro puro 194,37 2 97,187
Total 16034,16 10

APENDICE E - Coeficientes de regressdo do modeia geterminacio do pH e temperatura
otimos para atividade gagalactosidase livre (U/mL).

Coeficientes de Regressao Erro t2 valor p
Intercepto 19466,04 78,07596 249,322 0,000016
T -298,23 47,88341 -6,228 0,024822
T? -9301,23 57,13737 -162,787 0,000038
pH 302,83 47,88341 6,324 0,024101
pH? -9569,23 57,13737 -167,478 0,000036

APENDICE F — Coeficientes de regressdo do modeta gaterminacdo do pH e temperatura
Otimos para atividade especificagigalactosidase livre (U/mg).

Coeficientes de Regressao Erro t2 valor p
Intercepto 405,543 1,626582 249,322 0,000016
T -6,213 0,997571 -6,228 0,024822
T? -193,776 1,190362 -162,787 0,000038
pH 6,309 0,997571 6,324 0,024101
pH? -199,359 1,190362 -167,478 0,000036

APENDICE G — Coeficientes de regressdo do modeta geterminacéo do pH e temperatura
otimos para atividade gagalactosidase imobilizada em silica.

Coeficientes de Regressao Erro t2 valor p
Intercepto 122,6339 2,206600 55,5760 0,000324
T? -51,4557 1,614829 -31,8645 0,000983
pH? -53,5186 1,614829 -33,1420 0,000909

T*pH 6,3732 1,910994 3,3350 0,079354
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APENDICE H — Coeficientes de regressdo do modela gaterminacéo do pH e temperatura
otimos para atividade gagalactosidase imobilizada em celulose.

Coeficientes de Regressao Erro t? valor p
Intercepto 116,7935 5,691663 20,52010 0,002366
T -7,3796 3,490655 -2,11410 0,168824
T? -39,6981 4,165260 -9,53075 0,010830
pH 5,8099 3,490655 1,66441 0,237940
pH? -37,2383 4,165260 -8,94020 0,012281

T*pH 19,4463 4,929183 3,94513 0,058655
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Boletim Técnico

Maxilact ®

A lactase de levedura lactea — aplicacdes em leite e soro.

Introducao

Maxilact® & um preparado a base de lactase purificada,
isolada de uma cepa especial da levedura lactea
Saccharomyces (Kluyveromyces) marxianus var. lactis.
Esta levedura, descrita pela primeira vez por Beijerinck
em 1889, é um microrganismo de origem lactea bem
conhecido, sendo usado na fabricacdo de certos tipos
de iogurte (kefir).

O Numero Internacwnal de Identificacéo da Enzima é
EC 3.2.1.23. Maxilact® é disponivel em varias formas de
apresentacdo comercial para as principais areas de
aplicacdo:

« Hidrdlise de leite
+ Hidrdlise de soro
»  Aplicagdes em ragbes animais

A. Caracteristicas Técnicas

Maxilact® hidroliza o acucar do leite - a lactose - dando
origem a dois monosacarideos, glicose e galactose.
Esta reacédo é mostrada na Figura 1.

Durante a rea¢do, uma molécula de agua se liga @
molécula de aclcar. As condicdes da reacéo, isto &,
temperatura, acidez, tempo, concentragio de lactose e
enzima, determinam a velocidade da reacédo. Em
solugdes contendo elevadas concentracdes de lactose,
uma outra reagéo chamada de transgalactosidacéo
ocorrera podendo dar origem a um numero de
dissacarideos e trissacarideos a partir dos produtos
finais da hidrolise (glicose e galactose). Em solucdes
contendo 25-30% de lactose, até 8% de dissacarideos
e 5% de trissacarideos podem ser formados, embora
uma reacéo de hidrélise prolongada ira quebrar estes
compostos em outros ainda menores.

Figura 1. Hidrolise de lactose
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CH:OH

o H
A
HO H
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1. Inibidores e ativadores

As condicGes mais importantes para uma atividade
enzimatica continuadasdoopHe a temgeratura
Metais pesados tais como zinco (>5x107'M) e cobre
(>5x10° IVI) exercem um forte efeito m|b|d0r sobre a
enzima. Concentracdes relativamente altas (>10° 4I'v‘l) de
calcio livre ou ionogénico também inibem a enzima. Em
contraste, a atividade e/ou eslab|l|dade da lactase &
melhorada por magnésio (10~ M) manganés (10 4M)
potassm (10° M) Concentracdes de fosfatos de até
107M terfio um efeito positivo na estabilidade pois
promovem a formacéo de ligagdes de calcio. Na
pratica, tanto os minerais ativadores quanto os
inibidores estéo presentes e a influéncia real de ions
metalicos teria que ser determinada separadamente
para cada substrato. No entanto, em leite ou soro doce
normais néo ha quaisquer exigéncias especiais se a
hidrélise ocorrer em equipamentos de ago inoxidavel.
Se houver necessidade de se efetuar uma correcédo do
pH (normalmente um aumento do pH), recomenda-se
usar hidroxido de potassio, uma vez que o potassio
aumenta significativamente a atividade da enzima.

2. Efeito da temperatura e pH

Sendo Maxilact® um composto extraido de uma
levedura lactea, as condices 6timas para sua atividade
sdo semelhantes ao pH e temperatura naturais do leite,
isto é, pH de 6.6-6.8 e temperatura de 3540°C. O
Grafico 1 mostra a rela¢éo entre temperatura e
atividade enzimatica.

GRAPH 1: Temperature -Activity relation

100 = % Hydrolysis
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GRAFICO 1: Relagéo Temperatura - Atividade

% hidrolise Temperatura (°C)

Condictes da reacéo:

pH 166

Tempo -4 horas
Quantidade de enzima 21000 NLUA

A solucéo foi mantida sob agitac&o constante durante a
hidrdlise.



O Grafico 2 mostra a relagédo entre pH e atividade da
enzima. Essa figura mostra claramente que o pH o6timo
coincide com o pH normal do leite (pH 6.5-6.8).

GRAPH 2: pH - Activity relation

100=y % Hydrolysis

50—

GRAFICO 2: Relagéio pH - Atividade
% hidrolise pH (°C)

Condigdes da reacgao:

Temperatura - 37°C (98°F)
Tempo -4 horas
Quantidade de enzima - 1000 NLUA
Corregéo de pH efetuada com KOH 4N ou H:SO:4N.
A solugo fol mantida sob agitac&o constante durante a
hidrolise.

Como mostra o grafico 1, Maxilact® também é ativa a
temperaturas mais baixas, mesmo a uma temperatura
téo baixa quanto 5°C. Esta propriedade é
especialmente importante visto que a estas baixas
temperaturas o crescimento de bactérias causadoras
de deterioracéo & muito moderado. Atividade suficiente
€ mantida para tratar o leite (ou soro) durante
estocagem o durante a noite.

3. Efeito da concentragio de Maxilact®

A dosagem necessaria de Maxilact® depende da
temperatura, pH, do tempo disponivel e do grau de
hidrélise desejado. Graficos 3 e 4 mostram os
resultados da hidrolise a 37°C, ao passo que o grafico 5
mostra o resultado a 6°C. Estes graficos ajudam o
usuério a determinar as condicdes mais apropriadas
para qualquer aplicacéo especifica.

GRAPH 3: Enzyme concaniration - Actity relation

00 o
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T 1 7 ] T e e
GRAFICO 3 Relag&o Concentragéo da enzima - Atividade
% hidralise tempo (horas)

Condigdes da Reagéo:

pH - 6.6
Temperatura - 37°C (98°F)
A solucgdo fol mantida sob agitagc&o constante durante a
hidrolise.
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GRAPHA: Enzyme amount v.5. Ime necsssary far hydnolysis

EMZYME AMOUNT (NLUI}

2000 -
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i = E0% hydroiyss
# = 30% hydroiysis
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GRAFICO 4: Quantidade de enzima vs. tempo necessario
para hidrolise

QUANTIDADE DE ENZIMA (NLU/L)
=40% hidrdlise

= 60% hidrdlise

= 80% hidrélise

Tempo (horas)

Condigdes da reacéo:

pH 6.6
Temperatura - 37°C (98°F)
A solugdo fol mantida sob agitac&o constante durante a
hidrolise.

GRAFICO 5: Relagéo Concentragéo da enzima - ATIVIDA DE
% hidrolise tempo (horas)

GRAPHS: Enzyme concentrason- Activity refation

100 = % Hydralysis

= 2s0 ML
. )= scomLun
# =1000mLun
-1 + = Z000NLLS
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]
.L
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T
50 Time [

% Hidrolise Tempo (horas)
Condig¢bes da reagéo:

pH 6.6
Temperatura 1B°C

A solugéo fol mantida sob agitac&o constante durante a
hidrolise.

Observagéao: Os resultados relatados nestes graficos séo
validos para leite normal. Outros substratos podem produzir
resultados diferentes. Menor grau de intensidade de hidrolise e
curvas mais pronunciadas de pH e temperaturas 6timos seréo
obtidos quando forem usados leite ou soro com elevado teor
de calcio livre. O pH mais baixo de soro doce causara uma
reducéo na % de hidrolise.

B. Aplicacdes de Maxilact® em produtos
lacteos

1. Hidrolise de leite e intolerancia a lactose

E um fato conhecido que, devido a baixa atividade da
lactase intestinal, nem todos os humanos sdo capazes
de digerir com a mesma facilidade a lactose contida no
leite. A incidéncia (%) de malabsorcéo de lactose em
pessoas da raca caucasiana varia de 2%
(dinamarqueses) a aproximadamente 19 % (norte-
americanos brancos). Por outro lado, os povos nativos
da Europa oriental, do Mediterraneo, Africa, Asia,
Ameérica Latina e Australia apresentam incidéncia bem
maior, variando desde 60% (por. ex. indianos,
israelenses, indios norte e sul - americanos) até
alcancar quase 100% (por ex. chineses, japoneses,
nigerianos, aborigenes australianos).



A intoleréncia a lactose também ocorre nos seguintes
casos:

Devido a uma doenca congénita muito rara,
algumas pessoas sofrem de deficiéncia de lactase
desde o nascimento. Isto resulta em sérias
desordens gastrointestinais que podem ser fatais.

O nascimento prematuro pode causar atividade de
lactase anormalmente baixa. No entanto, a
producéo de lactase pelo organismo é quase
totalmente restabelecida dentro de um ou dois
meses.

Criangas em avancado estado de subnutricdo e
gue sofrem de malabsorcéo de calorias de
proteina. Nestes casos, a atividade de lactase
pode estar totalmente ausente temporariamente.

Determinadas operac¢8es cirurgicas podem levar o
organismo a perder temporariamente a capacidade de
produzir lactase.

2. Producao de leite hidrolizado
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Pré-tratamento do leite com Maxilact® evitara estas
complicacdes intestinais. Dependendo do grau de
hidrélise, o leite tratado apresentara sabor levemente
mais adocicado. Isto & causado pelo maior poder
adocante da glicose e galactose em comparacéo a
lactose.

Com excecdo de casos extremos de malabsorcéo de
lactose, ndo costuma ser necessario hidrolizar 100% do
teor de lactose original do leite uma vez que a
ocorréncia ou n&do de sintomas da doenca sera
determinada pela relacéo de equilibrio entre a
guantidade de leite ingerida, o grau de intensidade da
malabsor¢éo de lactose e a percentagem da hidrélise.
Na pratica, deve-se encontrar um ponto de equilibrio
entre um grau de hidrolise que seria suficiente para a
maioria dos casos e consideragdes de custo. Este
ponto de equilibrio costuma se situar no grau de
hidrélise entre 70 e 80%.

Processo de fabricagio sugerido para leite hidrolizado

| Maxilactl >

Milk
storage
tank

i

Iilk

Hydrolyzed milk

—( —— >

u

J\u/

Pasteurization

i

Heat treatment

Milk= Leite Fasteurization= Pasteurizagao 1 =1
pH=pH Maxilact= Maxilact

Milk Storage Tank=Tanque de estocagem do leite
eat treatment= Tratamento térmico

idrolyzed milk = Leite hidrolizado

Pasteurizar o leite cru e ajustar a temperatura & relagéo
escolhida de tempo-temperatura-concentragcéo de
enzima (Ver “Efeito da concentragéo de Maxilact®“).
Para prevenir crescimento microbiano indesejado,
recomenda-se tratar o leite abaixo de 10°C (50°F)ou a

37-40°C (98.6-104°F) por um periodo de tempo mais
curto.

B. Agitar o leite para garantir distribuicdo uniforme
da enzima e manter a solucdo homogénea.

C. Tirar duas amostras do leite para elaborar a curva
padréo de hidrélise (Ver "Métodos de analise ").

D. Adicionar a quantidade requerida de Maxilact® ao
leite de acordo com o tempo e a temperatura de
incubacéo escolhidos.

E. Durante a hidrolise, a determinacé&o do pH ou da
acidez titulavel a intervalos regulares sdo métodos
eficientes para detectar o crescimento de bactérias.

F. No momento calculado para o fim da hidrélise deve-
se determinar novamente o grau de hidrélise. Quando o
grau desejado de hidrolise tiver sido atingido

(norm almente 70-80%), o leite estara pronto para as
proximas etapas de processamento normal.

G. Neste ponto, o leite pode ser pasteurizado. Para
evitar o escurecimento do produto recomenda-se
aplicar pasteurizagio HTST (pasteurizacéo rapida) ou
técnicas de esterilizac@o. Estes dois métodos
produzem melhores resultados do que a pasteurizacédo
lenta ou procedimentos de esterilizacdo realizados
dentro do tanque de estocagem intermediaria..



3. Hidrdlise do leite e a prevencgao da
cristalizagao da lactose

Devido & maior solubilidade dos aglcares resultantes
da hidrolise da lactose, produtos lacteos altamente
concentrados ou congelados podem ser obtidos sem a
ocorréncia de “arenosidade”. Esta ultima caracteristica
constitui uma vantagem na producéo de produtos como
sorvetes e doce de leite. O grau de hidrdlise necessario
para evitar a cristalizacéo da lactose em doce de leite &
de aproximadamente 30%, embora niveis mais
elevados possam ser usados caso se deseje também
um produto mais doce.

4. Hidrélise do leite e se u uso em produtos
lacteos fermentados (iogurte, queijo quark)
Embora a maioria das cepas de culturas utilizadas para
a fabricacéo de iogurte, isto é, Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus bulgaricus, tenham sido
escolhida por sua capacidade de fermentar a lactose, a
capacidade real de quebrar a molécula da lactose
parece ser o fator limitante da taxa de fermentagéo. Por
essa razéo, a hidrolise da lactose muitas vezes
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estimula o crescimento continuado destas culturas. Nos
iogurtes tradicionais com frutas ou outras sobremesas a
base de iogurte a lactose néo contribui para a dogura
do produto final. Por outro lado, a lactose hidrolizada,
sendo 3 vezes mais doce, contribui significativamente
para a docgura, reduzindo desta forma a necessidade de
acrescentar agucar.

Exemplo: fabricagéo de iogurte. Existem 3 métodos
possiveis:

l. Pre-hidrolise a baixas temperaturas de leite
pasteurizado destinado a produgéo de iogurte.

Il.  Pre-hidrolise a temperaturas mais altas de leite
destinado a producéo de iogurte.

lll.  Hidrolise e acidificacdo simultaneas do leite
destinado a fabricacéo de iogurte.

Esses trés métodos podem ser usados tanto para
fabricagéo de iogurte natural quanto para iogurte
batido. O grau de hidrolise ideal é de 85%.

Processo de producédo sugerido para iogurte fabricado a partir de leite hidrolizado preparado pelos Métodos 1&Il

Heat treatment

Maxilact Starter
Milk Hydrolyzed yoghurt

storage e Y, RN

& ) Mixing Incubation

hydrolysis tank tank —
Milk tank
ik )
1

Milk=Leite=T=T
pH=pH Maxilact= Maxilact

Milk Storage & Hydrolysis Tank=Tanque de estocagem & hidroélise do leite

Heat treatment= Tratamento térmico
Starter: cultura lactica

Mixing tank : Tanque de mistura
Incubation tank : Tanque de incubagéio
Hidrolyzed yoghurt= logurte hidrolizado

Método I:

A. O leite pasteurizado ¢ resfriado a uma temperatura
de 6-10 °C (42-50°F), o pH do leite é de
aproximadamente pH 6.6.

B. Adicionar 1700-2000 de Unidades de Lactase
Neutra (ULN) por litro de leite (4,6% de lactose).
Misturar bem.

C. Manter o leite a esta temperatura por 15 horas sob
leve agitacéo.

D. Submeter o leite ao tratamento térmico normal e
adicionar o fermento lactico.

Método II:

A. Pasteurizar e resfriar o leite a 37°C (98.6°F), o pH
do leite deve ser de aproximadamente pH 6.6.

B. Adicionar cerca de 1700 Unidades de Lactase
Neutra por litro de leite (4,6% de lactose). Misturar
bem.

C. Manter o leite a esta temperatura por 4 horas sob
leve agitacéo.

D. Submeter o leite ao tratamento térmico normal e
adicionar o fermento lactico.
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Processo de producéo sugerido para iogurte fabricado a partir de leite hidrolizado preparado

Hydrolyzed yoghurt

Mixing Incubation
tank tank

—

K

It

Heat treatment

Milk = Leite Heat treatment: Tratamento térmico

Milk storage : Tanque de estocagempH=pH T=T
Maxilact= Maxilact Starter: fermento lactico

Mixing tank : Tanque de mistura Incubation tank : Tanque
de incubagédo Hidrolyzed yoghurt= logurte hidrolizado

Método IlI:

Como pré-condigao para este terceiro método a
temperatura de incubac&o néo pode ultrapassar os
40 °C (104°F). A diminuic&o do pH deve ser
determinada durante um processo de acidificacéo
normal para calcular quanto tempo € necessario para
que seja atingido um valor de pH abaixo de 5.7. Neste
valor de pH a lactase sera inativada, no entanto, o
tempo necessario para que pH 5.7 seja atingido pode
ser usado para a hidrélise. A quantidade de Maxilact® a
ser usada deve ser suficiente para produzir 85% de
hidrélise neste espaco de tempo (Ver "Efeito da
concentragio de Maxilact® "). A dosagem de lactase
pode ser reduzida por meio de uma pre-hidrolise de
curta duracao, por exemplo, adicionar Maxilact®1-2
horas antes de fermento lactico.

Redugao do teor de sacarose em iogurte de
frutas ou queijo quark contendo lactose
hidrolizada

E um fato bem conhecido que a lactose hidrolizada
(glicose + galactose) € mais doce do que a lactose. A
docgura relativa, comparada a dogura da sacarose, & de
aproximadamente 0.20 para lactose € 0.75 para
lactose que sofreu 85% de hidrdlise.

Tomando por base a dogura relativa de um litro de leite

hidrolizado pode-se calcular que:

+« 1litro de leite contém 46 g de lactose

« 85 % de hidrdlise resulta em 41 g de glicose +
galactose, aléem de uma guantidade remanescente
de 7 g de lactose.

Agora o aumento do poder adocante pode ser
calculado como se segue:

41 x0.75 = 30.8g de eq. sac.
(g de gli+gal)

Tx0.20 = 1.4g de eq. sac.
(g de lactose)

TOTAL = 32.29 de eq. sac.

ORIGINALMENTE

46 x 0.20 = YZg de eq. sac.
(g de lactose)

Apos hidrolise = 322g de eq. sac.

Aumento poder = 230¢g
Adogante

de-eq. sac.

C. Aplicagdes de Maxilact® em soro

1. Soro, concentrados de proteina de soro e
proteina de soro para consumo humano.

A hidrdlise parcial da lactose aumenta o poder
adocante do produto final, bem como a solubilidade
dos agucares. A mistura de glicose/galactose tem,
dependendo da concentracdo, poder de dogura
equivalente a 65-80% do poder adog¢ante da sacarose.
Xaropes com boa estabilidade microbiologica contendo
até 75% de sdlidos totais podem ser preparados e
usados em diversos tipos de aplicacéo.

1.1 Produtos de Panificagdo: Pies, Biscoitos e
Bolos

Visto que xarope de soro consiste basicamente de uma
mistura de proteinas ndo<desnaturadas e agucares,
tanto clara de ovo quanto sacarose podem ser
substituidos por este ingrediente. Estudos indicaram
que até 30% da clara de ovo pode ser substituida, ao
passo que os acucares individuais no xarope
contribuem para o escurecimento e desenvolvimento
de cor desejados no produto acabado apds o
forneamento.

1.2 Doces e Produtos de Confeitaria

Xaropes de soro hidrolizado podem substituir altas
percentagens do leite condensado adocado usado na
fabricacéo de foffees, fudge, balas e doce de leite.
Além de melhorar a caramelizaco, o uso deste
ingrediente evita que a textura do produto final seja
prejudicada pela arenosidade causada por cristais de
lactose.

1.3 Sorvete, Frozen Yoghurt e Sobremesas
Soro hidrolizado pode substituir tanto sacarose quanto
leite. Seu uso melhora as caracteristicas de
derretimento do sorvete e do frozen yoghurt (ponto de
congelamento mais baixo). Ndo havera
desenvolvimento de arenosidade, mesmo durante
estocagem prolongada.




2. Soro e permeado de soro para ragdes
animais

Soro e permeado de soro hidrolizados podem ser
usados em ragdes animais ou como aditivos em
silagem. Em ra¢des animais, a lactose hidrolizada &
melhor absorvida do que a lactose normal por varias
espécies de animais, resultando em melhores taxas de
converséo alimentar.

Quando silagem & preparada a partir de capim com
baixo nivel de carboidratos soluveis, as bactérias do
acido lactico ndo conseguem produzir quantidade
adequada de acido lactico, reduzindo sensivelmente a
durabilidade da silagem. A hidrélise de soro ou
permeado de soro permite obter um xarope
concentrado, de boa estabilidade e com extrato seco
de até 75%, tornando possivel a estocagem em estado
liquido. O uso deste xarope em silagem aumenta suaa
vida util e sua qualidade (menor probabilidade de
formacéo de acido butirico). O xarope também
incorpora nutrientes valiosos a silagem.

O método mais comum para hidrolizar concentrado de
soro doce & descrito abaixo:

Concentracéo do soro: 28-50%
pH: 58-6.3
Temperatura : 38-40°C
Tempo de hidrolise : 12-30 horas
Grau de hidrélise: 70-90%

Dosagens necessarias (g/kg concentrado de soro
doce):
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ES % pH Temp.(°C) L2000
50 6 38 3.1

40 6 38 2.5

37 6 38 2.3

28 6 38 1.75

E possivel continuar o processo de concentracéo até
obter um material com extrato seco de 70-80 %.
Recomenda-se resfriamento rapido a 15-20°C
(59-68°F) para evitar o desenvolvimento da rea¢éo de
escurecimento ndo-enzimatico de Maillard.

Para maiores informacgodes,
favor entre em contanto com:

DSM Food Specialties
Dairy Ingredients

P.O. Box 1 2600 MA Delft
The Netherlands

Tel.: +31-15-2792355
Fax: +31-15-2793200

ou com nosso representante local:

As informacoes contidas neste folheto s&o precisos e completas segundo nossos melhores conhecimentos.
MNo entanto, nenhuma das informacdes forecidas deve ser considerada como garantia ou especificac&o de qualidade”.

Etb mlact app 0001bp2



ANEXO B
FOLHA DE ESPECIFICACOES DA ENZIMA LACTASE,
MAXILACT LX 5000 ®
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DSM Food Specialties DSM l“;

Folha de Especificacoes

MAXILACT® LX5000

Propriedades fisicas
Maxilact® € uma preparacdo liquida purificada de lactase derivada da levedura lactea

Descri¢io . e
& Kluvveromyces lactis. O produto tem o certificado Kosher.

Cor Castanho palido a castanho escuro.
Transparéncia Transparente a opalescente.

Propriedades quimicas

Actividade = 5000 NLU/g

pH 6.9-7.6

Glicerol = 47% (wW/w)
Metais pesados < 30 ppm (como Pb)
Chumbo < 5.0 ppm

Arsénico < 3.0 ppm

Mercurio = 0.5 ppm

Cadmio < 0.5 ppm

Propriedades microbioldgicas

Contagem em placas standard =100 em 1 ml
Leveduras =10em 1 ml
Moftos =10 em 1 ml
Bactérias anaerdbias sulfito redutoras <30 em 1 ml
Coliformes =lem 1 ml
Salmonella ausentes em 25 ml
Staphylococcus aureus ausentes em 1 ml
Escherichia coli ausentes em 25 ml
Listeria monocviogenes ausentes em 25 ml
Actividade antibidtica Ausente por teste.
Mycotoxinas ausente por teste

O produto cumpre com as especifica¢des de pureza da FAO/WHO s Comité Conjunto de
Especialistas de Aditivos Alimentares (JECFA), com o Codigo Quimico Alimentar (FCC) e com as
diretrizes para Enzimas Alimentares do Comité Cientifico para Alimentacdo (SCF) da UE.

Estocagem e estabilidade

O produto deve ser armazenado nos recipientes originais selados. A temperatura de armazenagem
recomendada € 4 - 8°C. Se mantido nestas condicdes o prazo de validade € 24 meses e a perda de
actividade € inferior a 5% ao ano.

Esta especificacio pode ser modificada sem aviso prévio
Recomenda-se entrar em contato com a DSM Food Specialties para a versdo mais recente desta folha de especificacdes.



