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RESUMO EM LINGUA VERNACULA

A enzima [3-galactosidase, popular lactase, ¢ produzida no intestino delgado e sua agdo
permite a absorcdo do principal agucar do leite (lactose), porém quando os niveis de
B-galactosidase sdo insuficientes, a lactose ndo ¢ digerida no intestino delgado e chega em
grande quantidade ao coélon, 14 ¢ fermentada por bactérias e causam diversos sintomas
gastrointestinais. Para contornar esses problemas, comprimidos com a enzima sao indicados
para os intolerantes, contudo a maioria dos produtos disponiveis no mercado sdo importados,
os quais representam elevados custos, e, um meio de beneficiar o consumidor seria
imobilizar a enzima para utilizagao reaproveitada. A imobiliza¢ao de enzimas ¢ um processo
de confinamento da enzima em questdo em um suporte sélido com a retengdo de sua
atividade catalitica, resultando na reutilizacdo desta numerosas vezes até sua inativagao.
Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi imobilizar a enzima B-galactosidase (E.C.
3.2.1.23) comercial (Lactaid®) em suporte solido polimérico de 4gar. A enzima imobilizada
nos suportes testados foi avaliada quanto a sua atividade catalitica, assim como o tempo de
estabilidade, em uma perspectiva de utilizagdo continua da enzima imobilizada. A enzima
foi imobilizada sendo incorporada em matriz solida de adgar e os experimentos foram feitos
com | e 2 comprimidos de lactase comercial. Ao final do trabalho foi confirmado o fato de
que a enzima alcanca sua atividade maxima em cerca de 7 minutos € mantém sua
estabilidade por 6 dias se guardada e refrigerada a 6 °C.

Palavras-chave: Enzima, -galactosidase, lactose, imobilizagao.



SUMARIO
1 TEMA cuooiiitiitintenenntinnennenssesssesssessssesssessssssssesssassssssssesssessssssssssssasssssssassssasssas 04
1.1 DELIMITACAO DO TEMA .uuoueeeetreesnseesnsssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssass 04
1.2 PROBLEMA .uuiiiiiitictinnninnisssicsnisssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 04
1.3 HIPOTESES woeeureuuesersecesscssssesssscssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssases 04
2 OBJETIVO GERAL ....uuuiiiiiinintiisninsaiissesssissssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssesssss 05
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .ovuesuerueesessessessessessessssssssssssssssssssssassessessessassessessessessens 05
3 INTRODUGCAQ ...uueeerererererererssesesesesessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssesssssens 06
4 FUNDAMENTACAQO TEORICA ......euoererererrereeressesssessessesessessessssessessssessessssesses 07
4.1 LEITE aoooeeeiintintinneinsnensnensnisssesssnssssnsssessssssssssssassssssssssssasssssssssssssssssssssassssssssessssses 07
1.1 LACLOSE aueeeeuneeecnercssnnicsnnesssnecsssnecsssnesssssesssnssssssessssessssssssssasssssssssssssssssssssssssssnsssssssssss 08
4.1.1.2 Intolerancia @ LACLOSE wecvecrrecssessesssecsenssecssrssnsssecsassancsssssnssssssesssnssssssessssssssssssssssasssssses 10
ZE N 1\ /1 01, N O 10
4.2.1 Classes de ENZIMAS ......ccoeeinveiissnninsercssnicssnncsssncsssnscsssncssssscssssssssssesssssssssseses 11
4.2.2 ENZIMa LaCtASE .uuccuiineiieeiniiniinnicsiisninssecseisssesssesssssssssssessssesssssssassssssssssssassss 12
4.2.2.1 Atuagdo da lactase N0 COrPO NUMANO cecceressrrecsseresssercssanesssensssssssssasesssassssasssssssessasses 13
4.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS ..ccovvererrrsenesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesas 14
4.3.1 Imobilizacdo de P-galactosidase .......cccveervvurricsssnricsssnnricsssnnnecsssassesssssssessssssssssssnnes 15
5 METODOLOGIA DA PESQUISA .....uiiiiiiiniininnninsaisssssssisssssssssssssssssssssonss 17
5.1  PREPARACAO DOS SUPORTES SOLIDOS ..ccoverveerereserssesessesessssessssessssesessssens 17
52  ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA ..cvevueeeressessesessessessssessessssessesssessesasss 18
53 METODO DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA ...oceveevenrererensenens 19
6 RESULTADOS E DISCUSSAQ ...ucuereenrreeerrressssnsnssssnssssesssssssssssssssssssssssssssssssssss 21
7 CONCLUSAD ..cuuincnninnsinssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 25

REFERENCIAS «..eeveveeeeeeeeeesensssesesssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssnssssssssssssnsns 26




1 TEMA

Imobiliza¢do da enzima B-galactosidase em suporte solido.

1.1 DELIMITACAO DO TEMA

Imobiliza¢do da enzima B-galactosidase (E.C.3.2.1.23) em suporte s6lido de agar

alvejando melhor aproveitamento de sua atividade biocatalitica.

1.2 PROBLEMA

Uma grande parcela da populagdo mundial possui intolerancia a lactose e faz uso de
suplemento da enzima lactase que supre a deficiéncia desta enzima no organismo e
possibilita a digestdo da lactose, anulando os sintomas causados pela intolerancia e até
mesmo amenizando os sintomas da alergia ao leite de vaca. Entretanto, essas enzimas sao na
sua maioria importadas, de custo relativamente elevado e pouco acessivel a uma parcela da
populagdo. Poderiam entdo as enzimas serem melhor aproveitadas, com menor custo € maior

acessibilidade através do método de imobilizagdo das proprias?



1.3 HIPOTESES

- A imobiliza¢do da enzima responsavel pela hidrolise da lactose em suportes sélidos
aumenta a estabilidade da mesma;

2 OBJETIVO GERAL

Imobilizar a enzima B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) comercial (Lactaid®) em suporte

solido e averiguar a retencdo de sua atividade catalitica.

2.1 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Incorporar a enzima (-galactosidase fisicamente no suporte solido de agar;

- Estudar a cinética da reagdo de hidrolise de lactose realizada pela enzima imobilizada
no suporte através da medi¢do da porcentagem de glicose formada ap6s a hidrolise
com o auxilio de um kit laboratorial;

- Avaliar o tempo de estabilidade da enzima imobilizada frente a sua atividade

catalitica por meio do resultado de sua reacdo com uma solugdo de lactose definida.



3 INTRODUCAO

O leite ¢ um componente da alimentacdo dos mamiferos, essencial durante as
primeiras semanas de vida, fornecendo as proteinas, lipidios e carboidratos necessarios para
o desenvolvimento do neonato (FALCAO, 2001).

A enzima da classe hidrolase B-galactosidase, comumente conhecida como lactase,
¢ produzida com a funcao de catalisar a reacdao de hidrolise da lactose (INSUMOS, 2016) -
um carboidrato, mais especificamente um dissacarideo, formado pelos monossacarideos
galactose e glicose que sdo, facilmente, digeridos no intestino delgado por serem
carboidratos muito simples (TIBBETS, 2008).

Quando os niveis de -galactosidase sdo muito baixos, ou nulos no corpo humano,
as pessoas ndo podem consumir leite ou derivados, ja que a lactose nao ¢ devidamente
digerida no intestino delgado e chega ao célon, parte do intestino que possui, em grande
numero, bactérias capazes de fermentar a lactose, o que causa diversos sintomas
gastrointestinais no organismo humano, devido ao fato de liberarem gases, como o
hidrogénio, e 4cido lactico. (LIMA, 2012)

Uma grande parcela da populagdo possui intolerancia a lactose, pois em um
intervalo de tempo apds a fase de aleitamento, seu organismo diminui, ou cessa a produ¢do
da enzima lactase.(PEREIRA, 1981) Para trespassar esse problema as pessoas com essa
intolerancia usam enzimas encapsuladas, que devem ser depostas sobre o alimento que
possui lactose, fazendo com que o mesmo possa ser consumido. Essas enzimas encapsuladas
geralmente ndo sdo totalmente aproveitadas, pois para ingerir quaisquer quantidades de
lactose € necessario usar uma capsula mesmo que nao seja necessaria toda aquela quantia de
lactase para fazer a digestdo daquela quantidade de lactose. Elas também sdo
demasiadamente caras devido ao fato de serem, em sua grande maioria, importadas.

Portanto, em prol destes problemas, deixando em destaque a intolerancia a lactose
presente na vida de inumeras pessoas, surgiu o presente trabalho, que visou avaliar as
enzimas imobilizadas quanto a sua atividade catalitica e tempo de estabilidade, numa

expectativa de maior aproveitamento da enzima e maior viabilidade de custo.



4  FUNDAMENTACAO TEORICA

4.1 LEITE

O leite ¢ descrito como o produto final de uma ordenha completa e ininterrupta de
uma fémea leiteira sadia em condi¢des de higiene (VEISSEYRE, 1988), contudo também
pode ser definida como o produto das glandulas mamarias, sendo um liquido viscoso de uma
fase e contendo particulas em suspensdo nas condi¢cdes normais de temperatura ou
refrigeracdo (SGARBIERI, 1996). Sua composicdo varia de acordo com a raca,
alimentacdo e tempo de gestacdo, periodo de lactagdo, saude, periodo de cio, idade, clima e
estacdo do ano, porém independente das caracteristicas individuais, os sélidos totais do leite
sao divididos em lipidios (gorduras) e sélidos ndo gordurosos (SNG - proteinas, lactoses e
cinzas) (VENTURINI, 2007). (Tabela 1).

O leite ¢ caracterizado pela cor branca, resultante da dispersao de luz refletida pelas
moléculas de gordura, das particulas coloidais e de fosfato de calcio. A cor amarelada
provém do pigmento caroteno, e torna-se mais branco devido a homogeneizagio.Cores
anormais, tais como vermelho e azul, sdo causadas por bactérias, Serratia marcescens e do
género Pseudomonas, respectivamente. Seu pH varia entre 6,6 e 6,8, com média de 6,7 a 20

°Ce 6,5a25°C (MOURA, 2012).

Tabela 1: Composi¢do Média do leite bovino



Constituinte Teor (g/kg) Variacgao
Agua 873 855-887
Lactose 46 38-53
Gordura 39 24-55
Proteinas 32,5 23-44
Substancias minerais 6,5 5,3-8.0
Acidos organicos 1,8 1,3-2,2
Outros 1,4 -

Fonte: Adaptagdo de Walstra e Jenness, 1984.

Dentre os diferentes tipos de leite estdo o integral - que ndo sofrem processo
quimico para retirada da gordura natural da bebida -, o semi desnatado - que possui certa
redugdo de gordura, com as mesmas quantidades de célcio e proteinas que a versdo integral -
e o desnatado - redugdo de gordura ¢ muito maior comparado ao leite semi desnatado.
Ademais da gordura, ndo ha grande variacdo na quantidade de proteinas, portanto a
porcentagem de lactose ¢ praticamente a mesma.

O leite em si € essencial para a saide dos ossos e dos dentes, pois € rico em calcio,
magnésio e vitaminas A e D, que auxilia na absor¢do de calcio pelo intestino, impedindo a
perda de massa dssea. Além de beneficiar os 0ssos, ele proporciona bem-estar por conter o
aminoacido triptofano, que relaxa os musculos e induz o sono (STUPPIELLO, 2016).

O principal agucar, caracteristico do leite ¢ a lactose, um dissacarideo constituido
pelos monossacarideos glicose e galactose, unidos por uma ligacdo glicosidica do tipo

B(1—4) (GALLO).

4.1.1 Lactose

A lactose, nome popular do 4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicopiranose o/p-isomeros,

¢ o principal agucar presente no leite e seus derivados. Os acucares sdo formados por
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unidades chamadas monossacarideos, e a lactose ¢ formada por duas dessas unidades, a

a-D-glicose e a B-D-galactose, sendo, portanto, um dissacarideo. (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura da lactose

O leite humano contém de 6-8% de lactose e o de vaca, de 4-6%. A lactose presente
no leite ¢ hidrolisada (Figura 1) pela acdo da lactase, uma [-galactosidase sendo considerada
portanto como um B-galactosideo (WANKENNE, 2009). E levemente adocicada e ndo
fermentada por leveduras, apesar de serem adaptadas para fazé-lo. Lactobacilos sdo capazes
de fermentar lactose, tendo como produto final o &cido latico (ALBUQUERQUE, 1997). A
lactose ¢ o hidrato de carbono mais importante no leite da maioria das espécies, sendo
biossintetizado na glandula mamaria. Industrialmente, a lactose ¢ produzida do leite de
bovinos principalmente, ou a partir dos derivados do leite, tais como o soro do queijo ou do
filtrado da ultrafiltragdo (MOURA, 2012).

Ele ¢ fundamental para que o célcio, mineral de suma importancia na prevengao de
doengas como a osteoporose € a obesidade, que ajuda na formacao dos 0ssos e na queima de
gorduras, seja absorvido pelo organismo de maneira adequada e na quantidade ideal.

Logo apos a ordenha, o leite apresenta uma reacdo acida com a fenolftaleina,
mesmo que nenhuma acidez, como o acido latico, tenha sido produzido por fermentagdo, ja
que sua acidez deve-se a caseina, fosfatos, albumina, didxido de carbono e citratos. Sua
acidez varia-se entre 0,13 ¢ 0,17%, expressa como acido latico, e ¢ elevada por agdes de

enzimas, que caracteriza a acidez lactea (UFBA, 2009).
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4.1.1.2 Intolerancia a Lactose

A intolerancia a lactose, também conhecida como deficiéncia de lactase, ¢ a
incapacidade que o corpo tem de digerir lactose. O dissacarideo lactose ndo ¢ quebrado, por
causa da auséncia da enzima, em monossacarideos B-galactose e PB-glicose, dificultando a
absorcao dos mesmo pelo intestino delgado, entdo a lactose se dirige para o colon, que €
uma parte do intestino que possui uma alta taxa bacteriana, que fermentam a lactose
acarretando problemas gastrointestinais, com a liberagdo de gases como dacido latico,
metano, entre outros.

Segundo estudos, mais de 70% da populagdo brasileira esta sujeita a adquirirem a
intolerancia, devido a insuficiente producdo da enzima lactase, logo, produtos com baixo
teor de lactose sao oportunos para as empresas lacteas (IFT, 2012).

E importante ressaltar que intolerincia ¢ diferente da alergia ao glicidio do leite. A
alergia ¢ uma reacao agressivo do organismo do individuo a algumas proteinas do leite
(BROSTOFF, et al.,, 2000)(SOUZA, 2006) que devem ser quebradas com alguma
proteinase. J4 a intolerancia é voltada apenas para a insuficiéncia de enzima para quebrar a

lactase (VALSECHI, 2001).

4.2 ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas presentes nos seres vivos que sao responsaveis por catalisar
reagdes bioquimicas em organismos vivos, isto ¢, gerar uma nova reacdo com uma energia
de ativagdo menor. As enzimas sdo sintetizadas por células vivas e catalisam quase todas as
reagoes do metabolismo dos seres vivos sem serem consumidas na reagdo, além nao

alterarem o ponto de equilibrio de reacao (INSUMOS, 2016).



4.2.1 Classes de Enzima
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As enzimas podem ser classificadas segundo varios critérios e sdo distribuidas em

seis classes: oxidorredutores, transferases, hidrolases, liases, isomerases ¢ ligases. Suas

classes s3o identificadas no nome de cada enzima pelo primeiro nimero da série de

algarismos que os caracteriza, como por exemplo a [-galactosidase, cujo nimero ¢

E.C.3.2.1.23, o primeiro numero 3 caracteriza-a como uma hidrolase. O segundo numero

indica sua subclasse (glicosilases), o terceiro indica os grupos quimicos especificos que

participam de cada reagdo. Ja o ultima par de nimeros caracteriza a enzima propriamente

dita (LEHNINGER, et al, 2002).

N° Classifica¢ao da Enzima Funcao
1 Oxirredutases Transferéncia de elétrons
2 Transferases Reagdes de transferéncia de grupos
3 Hidrolases Reacgoes de hidroélise
Adicao de grupos as ligacdes duplas ou
4 Liases formagdo de ligagdes duplas por meio de
remocao de grupos
5 Isomerases Transferéncia de grupos dentro da mesma
molécula para formar isdmeros
6 Ligases Formam ligagdes C-C, C-O, C-S e C-N nas
reagOes acopladas a quebra de ATP

(Nomenclature Commitee of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology - NC-IUBMB,

1997)
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4.2.2 Enzima Lactase

Esta enzima pertence ao grupo das hidrolases, ela pode ser encontrada na natureza,
em diversos vegetais como améndoas, mac¢d, damasco, péssego, podendo ser encontrada
também em 6rgdos de animais, como o intestino, cérebro, testiculos, placenta além de ser
produzida por intimeros microrganismos, tais como fungos filamentosos, bactérias e
leveduras, sendo assim estes tltimos como fontes mais utilizadas para aplicagdes comerciais
(SANTIAGO et al, 2004).

Elas sdo sintetizadas a partir de células vivas e aceleram diversas reagdes quimicas,
como a lactase, que catalisa a reagdo de hidrdlise da lactose, que é a separagdo do
dissacarideo lactose em B-D-galactose e a-D-glicose, o que faz com que a lactose possa ser

digerida no intestino delgado (WAKANNE, 2006).

Figura 2. - Estrutura da Enzima B-galactosidase do Penicillum sp.

A lactase produzidas por fungos e leveduras tém grande importancia na industria

alimenticia de laticinios, sendo utilizadas na transformacdo de soro de queijo em xarope
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doce, na fabricacdo de iogurtes, coalhadas e manteiga de leite com o papel de melhorar seu
sabor sem aumentar o conteido calérico e na reducdo da cristalizacdo da lactose em
produtos lacteos. Seu aproveitamento industrial através do tratamento enzimatico promove
maior firmeza e maior elasticidade no requeijao e reduz o tempo de maturagdo dos queijos

(WANKANNE, 2009).

4.2.2.1 Atuacao da lactase no corpo humano

A lactase no corpo humano exerce a fun¢ao de degradagao da lactose, um agucar
dissacarideo presente no leite e na maioria dos seus derivados. Quando a lactose ¢ ingerida
ela deve chegar até o intestino delgado, aonde a enzima iria catalisar sua reacao de hidrolise,
fragmentando a mesma em [-D-galactose e a-D-glicose possibilitando sua ingestdo

(WANKANNE, 2006). (Figura 3).

Figura 3 - Hidrolise da lactose pela B-galactosidase
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Figura 3. - Hidrolise da Lactase. Fonte: BARRETT KE, Ch. 15 - “CARBOHYDRATE, PROTEIN AND
WATER SOLUBLE VITAMIN ASSMILATION”.New York, 2006.
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4.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Uma das definigdes de imobiliza¢do de enzimas ¢ compreendida como uma enzima
fisicamente confinada ou localizada numa certa regido do espaco com retencdo de sua
atividade catalitica, podendo ser usada repetida e continuamente (CHIBATA, 1978). O
principal objetivo em imobilizar uma enzima ¢ obté-la com sua atividade e estabilidade nao
afetadas em comparagdo a enzima em sua forma livre. Apesar desse processo possuir um
custo elevado, ele ¢ totalmente viavel pela possibilidade de uso continuo do biocatalisador
(HARJU et al., 2012), além de estar sendo cada vez mais utilizada a fim de melhorar a
aplicagdo industrial das mesmas, com mais apre¢o na producdo e reducdo dos recursos
(KLEIN, 2010). Como nao ha um método universal para a imobilizagdo enzimatica, diversos

meios estdo disponibilizados para diferentes enzimas (Figura 4).

METODOS PARA IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

Ligacao a Retencao Fisica Ligacao
Suportes Cruzada

|

—
= :
@@_} € ¢

Em matriz Em microcapsula Em membrana \

€ Enzima w

. | Adsorcao Fisica

s | Ligacao Covalente

i I Ligagao Iénica |

Figura 4 - Métodos para imobilizagdo de enzimas (adaptado DALLA-VECCHIA et al., 2004)
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4.3.1 Imobilizacao da B-galactosidase

Considerando a viabilidade da imobilizagdo das enzimas quanto a sua atividade

catalitica, a pesquisa visando as condi¢des apropriadas para o desempenho da enzima ¢
fundamental. Por este meio, as condi¢des necessarias para uma consideravel atividade
enzimatica sdo:

I. Faixa de pH: Algumas pesquisam publicam resultados de pH vem varia, onde a
faixa de pH em que a enzima se mostra mais eficaz sdo nas faixas de pH 2, 5 ¢ 7
(FALLEIROS, 2012). Geralmente, lactases fingicas possuem possuem 6timo pH em uma
faixa acida, entre 2,5 e 2,5, ja lactases provindas de bactérias e leveduras estdo numa faixa
mais neutra (6,0 - 7,0). Tais caracteristicas sdo de grave importancia para a escolha do

suporte solido adequado para a enzima escolhida (KLEIN, 2010).
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Figura 5. Grafico da porcentagem de atividade residual da enzima lactase em fung¢éo do pH
( FALLEIROS, 2012).

II. Temperatura: As temperaturas ideais para o funcionamento da lactase
quando esta esta imobilizada em Duolite A568 sdao 60 °C e 57,5 °C ( FALLEIROS, 2012),
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porém levando em conta a temperatura corporal ideal para a atividade enzimatica, a variagao
encontra-se entre 36 °C e 37 °C.
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Figura 6. Grafico da porcentagem da atividade relativa da enzima lactase em diferentes temperaturas em

fungao do tempo.
( FALLEIROS, 2012)
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5 METODOLOGIA DA PESQUISA

5.1 PREPARACAO DOS SUPORTES SOLIDOS

Para a incorporacdo da enzima e a realizacdo dos testes foi utilizada a enzima
B-galactosidase comercial LACTAID® em comprimidos e como suporte solidos foi utilizada
uma matriz polimérica de agar bacteriologico.

Inicialmente foi preparada uma solu¢do de agar 1,0 % (m/v) em solugdo tampao
fosfato de soédio 0,1 mol/L pH 7,0, misturando 0,5 g de 4gar a 50 mL de solucdo tampdo. A
solucdo foi aquecida para a completa dissolugdo do dgar e na sequéncia, apos resfriamento
da solugdo a uma temperatura aproximadamente de 37 °C, ao volume de 50,0 mL foi
adicionado o(s) comprimido(s) da enzima comercial macerado(s). Ap6s a homogeneizac¢ao
completa da enzima na solugdo tampao/agar, esta foi distribuida em trés placas de Petri com
volumes similares até a total solidificacao do 4gar.

Os mesmos procedimentos foram realizados para todos os testes, diferenciados
apenas pelo nimero de comprimidos para cada solugao do suporte (um [30 mg] ou dois [60

mg] comprimidos).
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Preparo do suporte solido(Agar) +
Lactasesw

/

Solubilizar 0,5 g —
de Agar em 50 Adicionara
mL de solugdo " |enzima comercial
tampao préviamente
fosfato(pH 7,0) macerada o )

Colocar em 3 placas de Petrii e vor

5.2 ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Para o comego dos testes da atividade enzimatica, um volume de 5,0 mL de uma
solucao de lactose 6,0 mmol/L foi adicionado sobre o meio solidificado nas placas sob
temperatura ambiente, e amostras desta solucdo foram coletadas de cada placa em diferentes
intervalos de tempo ap6s a adicdo da solugdo de lactose, para analise da atividade e
estabilidade da enzima incorporada na matriz.

Ao fim de cada teste e dos experimentos as placas foram lavadas superficialmente
com agua destilada e armazenadas a 6 °C. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata.

Também foram testados experimentos nas mesmas condi¢des descritas, utilizando-se
uma solucdo de agar com um comprimido e outra com dois comprimidos. Os testes foram
realizados durante uma semana com a retirada de amostras em intervalos de tempo de 10 e

20 minutos de cada placas - 6 placas no total.
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Da mesma forma, foi testada a atividade enzimatica. Um ou dois comprimidos foram
imobilizados numa solugdo de 4gar da mesma forma que os demais experimentos € amostras

foram retiradas a cada minuto de um intervalo de 10 minutos.

Testes de rendimento das
enzimas

Adicionada solugao aquosa de lactose
sobre as placas com o suporte de agar

Retirada uma amostra Retiradas amostras
de cada placa a cada num intervalo de 10 e
minuto de um 20 min. de cada placa
intervalo de 10 min. durante 6 dias.

53 METODO DE AVALIACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A avaliagdo da atividade enzimatica foi efetuada por meio da dosagem da
concentragdo do produto formado a partir da hidrolise da enzima. Para a dosagem do
produto de reagdo foi utilizado um kit comercial de dosagem de glicose (GLICOSE
Liquiform Labtest®). Este kit consiste em um sistema enzimatico para a determinagido de
glicose baseado na oxidagdo desta pela glicose oxidase. Um dos produtos dessa reacao,
peroxido de hidrogénio, reage com 4-aminoantipirina ¢ fenol, sob a agdo da peroxidase
formando um composto de coloragdo vermelha, cuja intensidade ¢é proporcional a

concentracao de glicose na amostra.
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O produto formado foi determinado por espectrofotometria em comprimento de onda

505 nm, utilizando uma solucao de glicose 100 mg/dL como padrao.
Cada amostra avaliada seguiu o padrdo de 1 mL de reagente do kit e 100 pL da
amostra analisada. Todos os resultados quanto ao comprimento de onda equivalente a cor da

amostra foi anotado e ponderado.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A enzima [-galactosidase catalisa a reacdo de hidrolise da ligacdo glicosidica

B(1—4) do dissacarideo lactose, originando D-glicose e B-D-galactose. A atividade e
estabilidade da enzima incorporada em matriz solida de agar foram determinadas a partir da

dosagem da concentragdo de produto ao longo do tempo (Figura 1).
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Fig. 1 Atividade da S-galactosidase incorporada em matriz polimérica de agar em fung@o do tempo. Amostras
foram coletadas a cada minuto e um tempo total de 10 minutos. (A) um comprimido (30 mg) e (B) dois
comprimidos (60 mg). Os experimentos foram realizados em triplicata.

Os resultados revelaram que os experimentos conduzidos com um ou dois
comprimidos atingiram a atividade maxima em tempos curtos (aproximadamente 3
minutos), mantendo-se estavel ao longo do experimento, porém a margem de erro foi ampla
quanto aos resultados do experimento com 2 comprimidos.

Na sequéncia, em um ensaio preliminar foi testada a estabilidade da -galactosidase
em longos tempos (Figura 2). Os resultados mostraram que a atividade méxima da enzima
foi atingida dentro dos primeiros 10 minutos de experimentagdo, como visto previamente

(Figura 1), mantendo-se estavel por 24 horas apds a incorporagao.
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Fig. 2 Atividade da fS-galactosidase incorporada em matriz polimérica de agar em fungdo do tempo. DO, D1 e
DS, dia zero, dia 1 ¢ dia 8; 10, 30, 45 ¢ 60, tempos em minutos de coleta de amostra ap6s adigdo do substrato
(lactose). Barras com as mesmas letras (a, b) ndo apresentam diferenca significativa. Foi utilizado o teste de
analise de varidncia com nivel de significancia de 1%. Os experimentos foram realizados em triplicata.

Quando a atividade enzimatica foi avaliada apds oito dias foi observada uma
diminuicdo significativa na atividade da [-galactosidase, porém retendo ainda
aproximadamente 50% da atividade original. Esses resultados sugerem que a enzima apos
1mobilizada manteve sua atividade, hidrolisando consideravelmente o substrato em um curto
periodo de tempo e mantendo esta mesma taxa de atividade por tempos superiores.

Foi testada entdo a estabilidade da B-galactosidase, em experimentos com um ou
dois comprimidos ao longo de seis dias, tomando-se amostras apos 10 e 20 minutos em cada

dia de experimentacdo (Figura 3).
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Fig. 3 Atividade da fS-galactosidase incorporada em matriz polimérica de agar em fun¢do do tempo. Amostras
para dosagem de glicose foram tomadas em 10 ¢ 20 minutos apos a adi¢@o de substrato (lactose 3,0 mmol/L)
ao longo de seis dias. (A) experimentos com um comprimido e (B) experimentos com dois comprimidos.
Foram realizados trés experimentos independentes e em triplicata.

Os resultados confirmaram que a estabilidade da p-galactosidase se mantém
constante ao longo do tempo de experimentacio. E um resultado espetacular porém suspeito
pois a atividade enzimatica intensificava-se ao invés de decair seu resultado.

A p-galactosidase comercial ¢ uma enzima que apresenta alta atividade, uma vez
que ¢ utilizada para dietas livres de lactose, portanto é necessario que hidrélise a lactose em

curtos intervalos de tempo. Neste trabalho, a incorporacao da enzima comercial em matriz
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polimérica de &gar bacteriologico mostrou que a f-galactosidase reteve sua atividade
proxima da maxima por até cerca de sete dias, além de atingir a atividade maxima em

poucos minutos, exibindo as caracteristicas desejaveis para essa enzima.
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7 CONCLUSAO

Visto o crescente nimero de intolerantes a lactose, o papel de um método financeiro

e ativamente viavel leva a pesquisa ao favor da melhor qualidade de vida mais longe. Este
trabalho incorporou a enzima comercial B-galactosidase em matriz polimérica de agar e
avaliou sua atividade enzimatica e estabilidade. Seus resultados revelaram uma grande taxa
de hidrdlise em um curto periodo de tempo, exibindo atividade maxima em
aproximadamente trés minutos, retendo consideravelmente a atividade por periodos de

aproximadamente sete dias, quando armazenadas a 6 °C.
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