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1 INTRODUCAO

O leite ¢ um produto de origem animal de grande importancia na alimen-
tagio humana (GONZALEZ, 2001). Sua introdugdo na dieta acontece desde o
inicio do desenvolvimento do individuo, pois busca substituir o leite de sua pro-
genitora. Além disso, ele fornece uma rica carga de nutrientes, principalmente
proteinas de alta qualidade, vitaminas e minerais (GONSALVES, 2002).

Apesar de existir uma grande variedade de animais produtores de leite ao
redor do mundo, tais como cabras, ovelhas, camelos, iaques, bufalos, éguas,
renas e lhamas (PARK; HAENLEIN, 2006), na maioria dos paises, o leite de
vaca ¢ o mais utilizado para o consumo humano. Na composi¢ao do leite, estdo
presentes a proteina caseina e o carboidrato lactose (SWAISGOOD, 2010), que
podem provocar reagdes alérgicas logo nos trés primeiros anos de vida (HEN-
RIKSEN et al., 2000).

Um grave problema no que tange a digestdo do leite, sobretudo para as
criancas na primeira infancia, ¢ a auséncia ou reduzida presenga da enzima lac-
tase (OLIVEIRA; ROMAN, 2013), também denominada B-galactosidase, que
hidrolisa a lactose em glicose e galactose (RIENZO et al., 2013). A deficiéncia na
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producao de B-galactosidase pode causar diarreia, inchaco e célicas abdominais.
Dada essa situacdo, as empresas desenvolveram tecnologias para a hidrélise do
dissacarideo em um momento anterior ao consumo, utilizando a lactase micro-
biana em soluc¢do ou imobilizada, de modo a beneficiar aqueles que sofrem dessa
deficiéncia do organismo (SWAISGOOD, 2010).

A aplicacdo de enzimas nos processos da industria de alimentos, no en-
tanto, ¢ dispendiosa. Estudos procuram melhorar e potencializar as técnicas de
imobilizacdo enzimatica a fim de reduzir esse custo e viabilizar o emprego da
tecnologia de enzimas (CASTRO et al., 2008).

Os principais modos para imobilizar enzimas sdo: imobilizar no interior do
suporte e encapsular por meio de membrana ou imobilizar no lado externo do
suporte, por meio de ligacdo covalente ou ndo covalente ou por adsor¢do. Para
obter éxito, seja em qual método for, o seu armazenamento e a sua operagao
devem ser estaveis. Além disso, € preciso considerar custo do suporte, tempera-
tura favoravel a enzima, custo de imobilizagao, faixa de pH para que a enzima se
mantenha estdvel, manutencao da atividade enzimatica e quantidade de reciclos
da enzima (CASTRO et al., 2008).

Entre os processos de produgao de microcapsulas de alginato (esferas), des-
taca-se processo de gelificacdo ionica, cujo principio ¢ baseado na capacidade
gelificante do polissacarideo alginato de sddio ao entrar em contato com célcio
solivel, complexando-se (Figura 1) (YANG; XIE; HE, 2011).

Figura 1 — Gelificago ionica

OH

Fonte: Paques et al. (2014).
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O alginato de so6dio ¢ um polissacarideo anidnico composto por acido a-L-
-gulurénico e o acido B-D-manurdnico, unidos por ligagdes glicosidicas 1-4
(YANG; XIE; HE, 2011). O processo de gelificagdo idnica mais conhecido ¢
o externo, cujo procedimento baseia-se no gotejamento ou atomizac¢ao de uma
solugdo de alginato de sodio sobre uma solugéo de cloreto de calcio (CaCl,) (RI-
BEIRO et al., 2005).

Além dessa caracteristica gelificante, o alginato ¢ praticamente atoxico e
possibilita a incorpora¢do de diversos compostos, permitindo aplicagdes em
diversas areas da industria, desde alimentos, farmacos, entre outros, porém, €
importante analisar a influéncia dos componentes sobre o composto incorporado
a particula (PAQUES et al., 2014).

O objetivo desta pesquisa foi determinar os melhores pardmetros de encap-
sulacdo da enzima B-galactosidase de origem microbiana K/uyveromyces lactis
visando hidrolisar a lactose.

2 REDUCAO DO TEOR DE LACTOSE POR ATIVIDADE ENZIMATICA

A lactose ¢ uma grande molécula de agucar presente no leite de mamiferos
(RIENZO et al., 2013). E também um dissacarideo composto por glicose, que
tem papel fundamental na constituicdo de outras macromoléculas, e galactose
(RIENZO et al., 2013; REMIAOQ; SIQUEIRA; AZEVEDO, 2003).

Para que a lactose seja absorvida no intestino delgado e aproveitada pelo
organismo humano ¢é necessario que ocorra sua hidrdlise nesses compostos mo-
nossacarideos, pois somente assim € possivel sua absorcao. Essa quebra se da por
meio de acdo de uma enzima, denominada lactase (-galactosidase), presente
em células de microvilosidades do epitélio do intestino delgado (BeMILLER;
HUBER, 2010).

Segundo Parker e Pace (2016), a ma digestdo da lactose decorrente de uma
deficiéncia dessa enzima, que pode ser encontrada em baixa quantidade ou
mesmo estar ausente no organismo, leva a um estado sintomatico de diarreias,
inchaco e formagao de gases ap6s ingerir leite ou derivados. Tal condicdo € cha-
mada de intolerancia a lactose.

De acordo com BeMiller e Huber (2010), a lactose permanecera no limen
do intestino delgado, atraindo fluidos por meio de osmose, que provocarao dis-
tensdo abdominal e coélicas. Posteriormente, ird para o intestino grosso, onde
serd fermentada por bactérias, gerando acido lactico e outros acidos de cadeia
curta. O acumulo dessas substancias, por conseguinte, aumentara a retencao
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de liquidos. Além do mais, como resultado da fermentacdo, o pH iréd reduzir
e irritar a superficie do colo, gerando aumento de movimentacao do material
intestinal. Os gases provenientes da fermentagdo promovem inchago e colicas.
Como tentativa de suprir a deficiéncia de lactase, sao descritas trés alterna-
tivas. A primeira ¢ a fermentagdo do produto, reduzindo a concentragdo de
lactose. Outra ¢ a ingestao da enzima pelo individuo antes do consumo de
produtos lacteos. E por fim, produzir leite com reduzido teor de lactose por
meio de adicdo da lactase.

2.1 METODOS PARA DESLACTOSAR LEITE

Os dois métodos utilizados para hidrolisar a lactose mais conhecidos sdo:
o método 4cido e o método enzimatico (GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985 apud
LADERO; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000). Apesar de ser muito mais
rapido quando sdo utilizados acidos como catalisadores do processo, 0 método
acido utiliza temperatura muito superior ao do método enzimatico (150 °C e
30-40 °C, respectivamente), alterando a cor e odor dos catalisadores e, portanto,
impedindo-os de serem aplicados diretamente nos alimentos. Por outro lado, o
tratamento com enzima pode ser aplicado em leite ou soro sem necessitar de
um tratamento prévio e se diferencia por conservar as propriedades dos alimen-
tos, podendo aumentar sua capacidade adocante. Considerando esses fatores,
o método enzimatico pode ser o mais adequado para a industria alimenticia
(LADERO; SANTOS; GARCIA-OCHOA, 2000).

Esse método ¢ considerado complexo, que envolve varias reacdes em cadeia,
gerando sacarideos como produtos intermedidrios. Durante esse processo, outros
carboidratos sao formados, conforme a origem da enzima utilizada (PRENOSIL;
STUKER; BOURNE, 1987).

2.2 B-GALACTOSIDASE: ORIGEM E CARACTERISTICAS

Segundo Shukla e Wierzbicki (1975), a B-galactosidase pode ser extraida de
plantas (ex.: péssego, damasco e améndoa), 6rgaos de animais (ex.: intestino, cé-
rebro e pele), bactérias (ex.: Escherichia coli, Streptococcus lactis e Lactobacilus
bulgaricus), fungos (ex.: Aspergillus niger, Aspergillus orizae e Mucor pucillus)
e leveduras (ex.: Saccharomyces lactis ou Kluyveromyces lactis, Candida pseu-
dotropicalis e Saccharomyces fragilis ou Kluyveromyces fragilis).

As enzimas obtidas a partir de fonte microbiana apresentam varias van-

tagens em relagdo as demais fontes, como rendimentos elevados, facilidade de
manuseio e alta taxa de multiplicacio (PANESAR; KUMARI; PANESAR,
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2010). As principais enzimas utilizadas para hidrolisar a lactose sdo aquelas
provenientes das leveduras como a Kluyveromyces fragilis ou a Kluyveromyces
lactis (ZADOW, 1984).

Segundo Itoh, Suzuki e Adachi (1982), as -galactosidases de leveduras tém
condicdes ideais de pH entre 6,0 e 7,5 e de temperatura entre 30 a 40 °C. Consi-
derando que a atividade enzimatica 6tima ocorre em pH proximo ao neutro, as
aplicagdes para a hidrolise da lactose no leite e em produtos derivados sdo mais
facilmente empregadas, obtendo ampla aceitagdo no uso em alimentos (PANE-
SAR; KUMARI; PANESAR, 2010).

Atribui-se a enzima [-galactosidase a propriedade de catalisar a reagdo de
hidrélise da lactose em glicose e galactose (RIENZO et al., 2013). A rota enzi-
matica de hidrdlise ¢ representada na Figura 2.

Figura 2 — Rota enzimatica de conversao da lactose por -galactosidase
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Fonte: Martins, Burkert (2009).

2.2.1 KLUYVEROMYCES LACTIS

A P-galactosidase proveniente de Kluyveromyces lactis ¢ uma das
enzimas mais amplamente utilizadas e possui uma massa molecular de
118 kDa (ZHOU; CHEN, 2001), por isso, ¢ considerada uma proteina de
elevada massa molecular. Devido a sua funcado hidrolitica, essa enzima
tem sido aplicada na producdo de alimentos deslactosados (MARTINEZ-
-VILLALUENGA et al., 2008).

Contudo, uma das desvantagens da [B-galactosidase de Kluyveromyces
lactis ¢ a forte inibigdo causada por uma elevada concentracdo de calcio no
leite (TOSTES, 2006). Além de apresentar inibicdo competitiva pelos produ-
tos formados, como a galactose, que pode causar uma progressiva inibicao da
enzima e, consequentemente, uma autolimitagao da sua eficiéncia catalitica (HU
et al., 2010) e a glicose, que apesar de também possuir acdo inibitéria, ndo ¢é
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competitiva, ou seja, provoca uma inibicdo muito inferior em comparacao com a
galactose (CAVAILLE; COMBES, 1995).

2.3 IMOBILIZACAO DE ENZIMAS

A partir do avango da industria no desenvolvimento de lactases comerciais,
criou-se a necessidade de se desenvolver outras técnicas de hidrolise enzima-
tica. O método tradicionalmente utilizado pela industria, que ocorre por meio
da adicao da PB-galactosidase diretamente no leite fluido, ¢ limitado, pois ndo
hé a possibilidade de reutilizagdo da enzima, uma vez que ela ¢ adicionada no
inicio da hidrélise e perdida quando o hidrolisado sofre pasteurizagdo (FODA;
LOPEZ-LEIVA, 2000).

Com isso, a imobiliza¢do da enzima ganha espaco, visto que possui a van-
tagem de poder ser utilizada em varios tipos de reatores, como colunas de enchi-
mento, tanques agitados e reatores de leito fluidizado, além da disponibilidade
para reuso, dependendo das condi¢des de lavagem (TURECEK; PITTNER;
BIRKNER, 1990).

A imobiliza¢dao tem semelhanga com o processo de insolubilizacdo, pois
impede que o catalisador passe por livre difusdo para o meio externo, tornando
possivel, desse modo, a separagdo e recuperagdo do imobilizado por meio de
decantacdo (PEREDA et al., 2005). Além disso, visa proteger as enzimas de
condicdes ambientais adversas, tais como pH, solventes, sais, inibidores, tempe-
ratura, entre outros presentes no meio (PARK; HOFFMAN, 1990).

2.4 MICROENCAPSULACAO

A microencapsulacdo ¢ uma técnica relativamente nova de imobilizacao de
particulas solidas, dispersdo e gotas de liquido. Teve inicio na década de 30 e
¢ utilizada até hoje, momento em que se encontra em evidéncia devido as suas
varias opgdes de uso, como por exemplo, diminui¢do da volatilidade e reati-
vidade dos ingredientes. J& ¢ considerada por pesquisadores como uma fonte
de ingredientes inovadores com propriedades Unicas (FOOD INGREDIENTS
BRASIL, 2013).

Existem varios métodos pelos quais se pode fazer uso da microencapsula-
¢do; a escolha mais adequada se baseia na finalidade da microcapsula, no dia-
metro desejado, no modo como sera liberado o material microencapsulado e nas
propriedades fisico-quimicas dos dois principais envolvidos, o agente encapsu-
lante e o material encapsulado (JACKSON; LEE, 1991).
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Segundo Freitas (2007), para as enzimas, especificamente, deve-se consi-
derar que:

* sd30 presas em membranas semipermeaveis poliméricas, com grande area
de contato por unidade de volume;

* s3o limitadas para os substratos que possuem peso molecular reduzido,
uma vez que estes devem transpor a membrana para alcancar as enzimas;

* ha o risco de o catalisador ser inativado enquanto ocorre a imobilizagao;

» ¢ possivel que a enzima se incorpore na parede da membrana.

A escolha do agente encapsulante a ser utilizado depende das caracteristicas
fisico-quimicas do material encapsulado, da técnica de microencapsulacio e do
meio de inser¢do das capsulas. E necessario que haja a formacio de uma camada
coesa entre o material de parede e o material de recheio; também devem ser
compativeis, ainda que, imisciveis. Além disso, o material de parede deve apre-
sentar estabilidade, impermeabilidade, flexibilidade e resisténcia, conferindo o
revestimento desejado ao material de recheio (ANAL; SINGH, 2007).

Dentre os materiais utilizados como agentes encapsulantes, o alginato vém
sendo aplicado devido aos seus efeitos benéficos para o consumo humano e a sua
versatilidade na indtstria (HELGERUD et al., 2010). O alginato, um polissacari-
deo anidnico linear, ¢ constituido por a - 1,4 — L - &cido gulurénico (bloco - G) e
B - 1,4 - D- 4cido manurodnico (bloco - M), que tém sua origem nas algas marrons
como a Laminaria hyperborea e a Laminaria digitata (YOO et al., 2006). Sua
acdo gelificante surge da ligacdo cooperativa de cations divalentes que ocorre
entre os blocos - G (VOS et al., 2009; FUNDUEANU et al., 1999).

Os beneficios do alginato associados a novas tecnologias permitiram que
o material tivesse éxito. Desse modo, a microcapsula de alginato ¢ capaz de
proteger os materiais ativos encapsulados de condi¢cdes adversas do ambiente
como por exemplo, o calor e a umidade, garantindo maior estabilidade e biodis-
ponibilidade aos compostos (PASIN; AZON; GARRIGA, 2012).

As principais técnicas utilizadas para a microencapsulagdo sdo: gelificagdo
10nica, coacervacao simples e complexa, spray frying, spray cooling, liofiliza-
¢do, leito fluidizado, co-cristaliza¢do e a produgdo de lipossomas. O método a
ser escolhido depende de alguns fatores, como o mecanismo de liberacao dese-
jado, o tipo de material de recheio e a sua aplicagdo. Os métodos se diferenciam
quanto a sua natureza fisica, fisico-quimica ou quimica (JACKSON; LEE, 1991;
JONES; McCLEMENTS, 2010).

291



292

Tépicos em Ciéncias e Tecnologia de Alimentos: Resultados de Pesquisas Académicas - Volume 4

2.4.1 GELIFICACAO IONICA

Dentre as diversas técnicas de microencapsulamento, o método de gelifi-
cacdo ionica se destaca por ser de baixo custo e simples (MUKAI-CORREA
et al., 2005). Esse método pode ser de dois tipos: a gelificacdo idnica interna
e a externa. No primeiro, sdo produzidas particulas por meio de uma solugdo
polimérica, que contém o material de recheio, adicionada de sais de calcio
insoluveis. Essa solu¢do sofre emulsdo em fase oleosa, que contém um agente
surfactante. Entdo, ¢ adicionado um meio &cido a fim de reduzir o pH para que
haja a liberacao dos ions calcio, possibilitando a complexagao dos grupos car-
boxilicos com o calcio (CHAN; LEE; HENG, 2006; REIS et al., 2006; SILVA
et al., 2006; SCHOUBBEN et al., 2010). Ja no segundo tipo de gelificacdo
10nica, a externa, ocorre a incorporagdao do material de recheio a uma solugao
de alginato de sddio, que sera gotejada em uma solucao de cloreto de calcio
(CaCl,) por meio de uma seringa ou pipeta de calibre reduzido (SMRDEL et
al., 2008). A gelificacdo i6nica externa apresenta determinadas vantagens em
relagdo a interna: ¢ simples, branda e dispensa o uso de solventes organicos.
Essas caracteristicas tornam a técnica promissora e crescente, atraindo as in-
dustrias, principalmente as de farmacos e alimentos (AGNIHOTRI; MALLI-
KARJUNA; AMINABHAVI, 2004; PATIL et al., 2010).

A gelificagdo i6nica torna possivel a formagao instantanea de microcépsulas
que englobam no interior de uma rede tridimensional células, farmacos, entre
outros (VOS et al., 2009; DRAGET et al., 1998). Os ions de calcio se encontram
no interior de cavidades eletronegativas, de forma semelhante a ovos dentro de
uma caixa de ovos, e por este motivo, existe o termo “caixa de ovo” (Figura 3).
Quando os ions de calcio e o guluronato se interagem ionicamente, ¢ conduzida
a elaboracao de um gel termoestavel forte que apresenta propriedades altamente
dependentes da forma de preparacao e das caracteristicas do polimero (VOS et
al., 2009; FUNDUEANU et al. 1999).
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Figura 3 - Modelo da técnica de gelificag@o idnica “caixa de ovos”

Fonte: Corona-Hernandez et al. (2013).

As microparticulas produzidas por meio da gelificagdo i0nica apresen-
tam poros de tamanho inferior aos das produzidas por outras técnicas, pois,
possuem elevada concentragdo de solugdo polimérica. Assim, t€ém como ca-
racteristica a superficie uniforme, uma vez que as condi¢des de preparo sdo
brandas (VOS et al., 2009; SILVA et al., 2003; HILDEBRAND; TACK, 2000;
FUNDUEANU et al., 1999).

3 METODOLOGIA

Os experimentos foram realizados em parceria com a Universidade Norte
do Parana (UNOPAR), Londrina, PR, durante o periodo de 20 de maio de 2016
até 31 de maio de 2017, nos laboratorios do programa de Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Leite e Derivados.

Foram utilizadas a lactose P.A. (Anidrol ), alginato de sodio Amostra Pro-
tanal RF 6650 (FMC,) doado pela empresa Quimica do Brasil Ltda, cloreto de
calcio (Anidrol ) e kit para teste enzimatico-colorimétrico de glicose (Bioliquid,).

A metodologia utilizada para a imobiliza¢do da B-galactosidase foi rea-
lizada com base nos procedimentos empregados por Escobar, Souza e Lehn
(2014), com modificacdes relacionadas aos parametros de imobilizagao.
A enzima utilizada em todo o experimento foi a B-galactosidase comercial
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(MAXILACT_ LX5000 — 5000 UI), Gist-Brocades, Holanda, doada pela em-
presa Global Food, Sao Paulo, Brasil.

3.1 PARAMETROS DE MICROENCAPSULACAO

Para a avaliagao das melhores condigdes de formulacao das microesferas
de B-galactosidase foram realizados ensaios delimitados por meio de um deli-
neamento estatistico, do modelo de Box e Behnken (DBB) com trés variaveis
independentes em trés niveis (-1, 0, 1). Conforme demonstrado na tabela 1,
foram testadas as seguintes varidveis: tempo de maturagdo (3, 6 € 9 minutos),
concentragdo de CaCl, (0,2; 0,4 ¢ 0,6 %) e concentragdo de alginato de sddio
(1,2; 1,5 e 1,8 %).

Tabela 1 - Otimizag@o das concentragdes de alginato, CaCl, e tempo de maturagdo

Experimento Tempo maturacéao c?:/l‘i’,)% Alginato % (p/v)
1 1(3) -1 (0,2) 1(1,2)
2 1(3) 0 (0,4) 1(1,8)
3 1(3) 1(0,6) 0 (1,5)
4 0(6) -1(0,2) 1(1,8)
5 0(6) 0 (0,4) 0 (1,5)
6 0(6) 1(0,6) -1(1,2)
7 1(9) -1 (0,2) 0 (1,5)
8 1(9) 0 (0,4) 1(1,2)
9 1(9) 1(0,6) 1(1,8)
Niveis
Fatores: -1
Tempo (min.) 3 6 9
CaCl, (g%) 0,2 0,4 0,6
Alginato (g%) 1,2 1,5 1,8

Fonte: Autoria propria (2017).

3.2 IMOBILZACAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE

Considerando que o procedimento de imobilizacdo se repetiu para todas as
corridas, alterando apenas as condi¢gdes das variaveis, esta etapa iniciou-se com
o preparo de 30 ml de uma solugdo de alginato de sdédio a 1,2% (m/v) com solucao
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tampao fosfato de potéassio 0,1M pH 6,8, na qual foi adicionada um volume de
10 ml de enzima, estabelecendo uma proporcao de 3:1. Conforme demonstrado
na figura 4, para a formag¢ao das céapsulas, utilizou-se de uma bomba peristal-
tica (MILLIPOREY), suporte universal acoplada a garra metéalica, mangueira,
e ponteira com abertura de 2 mm de didmetro para o gotejamento da enzima
com alginato em uma solu¢do de cloreto de célcio 0,2% (m/v), a 7 cm de altura,
que foi mantida sob agitacdo, utilizando um agitador magnético (FISATOM®).
Logo apo6s trés minutos de contato, as esferas constituidas com a [3-galactosidase
foram separadas por peneira e lavadas com dgua destilada, sendo, posterior-
mente, utilizadas para a hidrolise da lactose a fim de verificar a sua atividade
enzimatica (Figura 5).

Figura 4 — Equipamentos utilizados para gelificacdo ionica

Fonte: Autoria propria (2017).
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Figura 5 — Microcapsulas de -galactosidase de K. lactis

N*‘h’\ ? Nt

Fonte: Autoria propria (2017).

3.3 HIDROLISE DA LACTOSE EM FUNCAO DO TEMPO

Para a hidrolise da lactose, foi preparada uma solucao de lactose anidro 1%
em agua destilada, onde foram adicionadas as esferas a 10% (m/v). A reacdo
de hidrdlise foi realizada em pH 6,8, na temperatura de 37 °C, sob agitagdao de
120 rpm em incubadora com agitagdo orbital TE-420 (TECNAL®). As amostras
foram coletadas nos tempos de 0, 15, 30, 60, 120, 180 e 240 minutos de hidrolise.
Entdo, as enzimas foram inativadas em banho-maria sob 100 °C por 5 minutos,
seguido pela analise de glicose, utilizando o kit glicose-oxidase enzimatico co-
lorimétrico (Bioliquid®), e a leitura da absorbancia a 505 nm foi realizada em es-
pectrofotometro 600 Plus (FEMTO®). Os dados foram analisados com o auxilio
do programa disponivel “Statistica 6.0”.

3.3.1 DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

O método de glicose-oxidase enzimatico-colorimétrico se baseia na quan-
tificacdo de glicose produzida decorrente da digestao da lactose. Essa quanti-
ficagdo nas amostras ¢ avaliada pelo kit enzimatico-colorimétrico (glicose-oxi-
dase/peroxidase), de acordo com Trinder (1969). A reagdo envolve a oxidacao
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da glicose seguida de um composto colorido que surge por meio da acdo de
peroxidases. O reagente formado tem seu maximo de absor¢ao em espectrofo-
tometro (600 Plus FEMTO®) na faixa de 505 nm. A glicose tem a sua oxidacao
catalisada pela glicose-oxidase de acordo com a seguinte reagao:

glicose + O, +H,0 > 4cido gluconico + H,O,

O peroxido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol,
sob a a¢do da enzima peroxidase, formando o complexo corado vermelho cuja
intensidade da coloragdo ¢ proporcional a quantidade de glicose encontrada na
amostra (ADALBERTO, 2005).

De acordo com o fabricante do kit enzimatico-colorimétrico (Bioliquid),
o célculo utilizado para determinar a glicose (mg/dL) foi conforme a equacao I:

(1)

Absorbancia Teste x 100

Glicose [mg/dL] = Absorbancia Padrio

Para o célculo do rendimento da hidrolise, foi considerado o peso molecular
da solugdo de lactose 1% (0,0292 mol).

O célculo da atividade enzimatica (Bioliquid,) foi determinado por meio da
equacgao 2:

2
AE(umolGlicose / min) = Glicose (mg / dL) x 1000+TR
PMG

Sendo:

AE= Atividade Enzimatica.
PMG= Peso Molecular da Glicose.
TR= Tempo de Reacao.

3.4 ANALISE DE RETENCAO DA B-GALACTOSIDASE
IMOBILIZADA

Ap0s determinar as melhores condi¢des para a hidrdlise de lactose pela
enzima microencapsulada, foram realizados testes de determinacao de proteina
pelo método de Lowry et al. (1951). O seu principio se baseia na complexagao
do cobre quando em contato com meio alcalino, produzindo uma cuproproteina
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de coloracdo azul, que pode ser detectada por meio da faixa de absor¢cdo em
espectrofotometro. Em meio alcalino, ocorre uma reag@o entre os ions cobre com
as ligagdes peptidicas das proteinas, de forma que a cor pirpura complexada ¢
proporcional a quantidade de proteinas concentradas na amostra (LOWRY et
al., 1951). O método de Lowry apresenta como principal vantagem a sua maior
sensibilidade em relagdo a outros métodos, assim como possui melhor exatidao,
maior economia de amostra e ¢ menos vulneréavel a alguns tipos de interferentes
(ZAIA; ZAIA; LICHTIG, 1998).

Para a analise de liberagdo de proteinas, foi realizada a adi¢ao das mi-
crocapsulas (10% m/v) em solugdo aquosa, utilizando agitador orbital TE-420
(TECNAL®), a 120 RPM, na temperatura de 30 °C, pH 7,0. Aliquotas de 1 ml
foram coletadas nos tempos de 0 ¢ 180 minutos. A determinacgdo da liberacao
das proteinas foi realizada de acordo com o método de Lowry et al. (1951). Em
paralelo, fez-se analise de atividade enzimatica pela -galactosidase nas mesmas
condigdes, somente diferenciando pela solucdo de lactose utilizada.

Para o calculo da determinacdo de proteinas, foi calculado inicialmente o
fator de calibragao parcial conforme a equagao 3:

G)
FCP1 = Q1/A1

Sendo:

FCP= Fator de Calibragao Parcial.

Q = Quantidade de proteina adicionada.
A = Absorbancia.

A partir da média dos FCP’s obtém-se o fator de calibracdo médio (FCM).
Em seguida, calcula-se a proteina (mg/ml) das amostras, utilizando a equagio 4:

4

@ Abs x FCM x 100
Sendo:

Abs = Absorbancia medida da amostra.

FCM = Fator de calibragao médio.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os dados foram analisados com o auxilio do programa disponivel “Statistica
Versado 6.0”. Os resultados demonstram que o R-quadrado (R-sqr) foi positivo, ao
nivel de 86,88 %, conforme pode ser analisado na figura 6. Dessa forma, pode-se
dizer que os valores observados foram adequados as condigdes preconizadas.

Figura 6 - Efeitos estimados dos parametros de imobilizagdo da -galactosidase

Effect Estimates; Var.:180; R-sqr= 86884, Ad): 47538 [Experimento - microcdpsula 2)

3 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=1143,519

DV: 180

Effect | Std.Em. ‘ t(2) ‘ p | 95% | +95% | Coeffl |StdEm | -95% | +35%
Factor CnfLimt | Cnf Limt Coeff. | CofLimt | Cnf Limt
Mean/interc. 11501500 19,52365 5,891060 0,027626| 31,012 199,0185{ 1150150 19,52365| 31,0115 1990185
{1)MaturacSo {min){L) 61,0811 2761062 2212232 0157449 -57.718 179.8800f 30,5405 13,80531 -28,8589 89,9400
Maturacdo (min}{Q) 63,0631 23,91150 2637353 0118707 -39.820 1659459 31,5315 11,95575 -19,9099 829730
|(2)CaCl; (%)iL) | 52,9730 5522123 0.959266 0438642 -184.625 290.5708 26.4865 27.61062 -92.3124 145.2854
CaCl; (%)Q) 45,5856 4782299 0953215 0441083 -160.180 2513513 227928 23.91150 -80.0901 1256757
(3}Alginato (%)) -16,0360| 2761062 -0.580792 0620107 -134.835 102.7629| -8.0180 13,80531 -674175 513814
Alginato (%)Q) 6,8468 23.91150 0286341 0801553 -96,036 109,7297] 34234 1195575 -48.0180 548649

Fonte: Autoria propria (2017).

De acordo com os dados apresentados na figura 6, os efeitos lineares encon-
trados para maturagdo e CaCl, foram ndo significativos, positivos, indicando que
ndo influenciaram negativamente para o resultado do experimento. Enquanto
o efeito linear para a concentracdo de alginato também foi ndo significativo,
mas negativo, indicando que quanto menor a concentracao de alginato, mais
alta seria a atividade enzimatica; porém, ao relacionar com a consisténcia das
microcapsulas, verificou-se que, ao diminuir essa concentragao, a formagao das
microcapsulas seria prejudicada.

4.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE ENCAPSULACAO

Os resultados obtidos a partir do delineamento Box-Behnken permitiram
definir que as melhores concentragdes de alginato de sodio, CaCl, € tempo de
maturacdo foram: 1,2g% (m/v), 0,4g% (m/v) e 6 minutos de maturagao respecti-
vamente, conforme observado nas figuras 7, 8 ¢ 9:
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Figura 7 — Superficie de contorno para os efeitos relacionados de concentragdo
de alginato de sodio e concentragdo de CaCl
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Fonte: Autoria propria (2017).

Figura 8 — Superficie de contorno para os efeitos relacionados de concentragdo
de alginato de sodio e tempo de maturagao
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Fonte: Autoria propria (2017).



Oftimizagéo da producéo de microcdpsulas de alginato de sédio e seu efeito

Figura 9 — Superficie de contorno para os efeitos relacionados de concentragdo
de cloreto de calcio e tempo de maturagio
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Fonte: Autoria propria (2017).

4.2 INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE CALCIO

O calcio se destaca por ser um dos elementos mais importantes na composi-
c¢do do leite. Por isso, torna-se necessario esclarecer as suas possiveis influéncias
sobre a atividade catalitica das B-galactosidase (HAIDER; HUSAIN, 2007). De
acordo com Vos et al. (2009) e Fundueanu et at. (1999), as concentracdes de
calcio muito baixas e muito elevadas tém efeito negativo na atividade hidrolitica
da P-galactosidase imobilizada e isso se relaciona as superficies de contorno
apresentadas nas figuras 7 € 9, em que a atividade enzimatica decaia conforme as
concentragdes utilizadas se distanciavam da regido de maior intensidade.

Uma quantidade reduzida de calcio disponivel na técnica de gelificagdao
i0nica resultaria em uma fraca interacao idnica entre os ions de calcio e os gulu-
ronatos, impossibilitando a formagao de um gel termoestavel forte, e, portanto,
formando microcépsulas inconsistentes (VOS et al., 2009; FUNDUEANU et al.,
1999). Por outro lado, elevadas concentracdes de calcio podem causar a perda de
atividade enzimatica. Haider e Husain (2007) realizaram testes com varias con-
centracoes de cloreto de calcio com o objetivo de verificar os seus efeitos sobre
a atividade da -galactosidase preparada sob diferentes condigdes. A amostra da
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B-galactosidase na forma imobilizada apresentou uma redugao proxima de 40%
quando permanecida em contato com uma solug¢do de cloreto de célcio a 5%
durante 1h a 37 °C. Em outro estudo, Brady, Logan e McHale (1998) compararam
duas amostras da enzima -galactosidase submetidas a presenga de dois diferen-
tes cations, Mn** ¢ Ca**, durante 4h. Na condi¢ao com o Mn?', a enzima manteve
25% de sua atividade enzimatica, enquanto que, na condi¢ao com o Ca**, houve
a inativacdo da enzima f-galactosidase.

4.3 HIDROLISE DA LACTOSE EM FUNCAO DO TEMPO

O tempo de hidrdlise da lactose pela enzima microencapsulada nos experi-
mentos, em geral, foi crescente ao longo dos 240 minutos totais: a hidrolise total
da lactose ocorreu a partir de 60 minutos de incubagdo (Tabela 2), ocorrendo
hidrolise total para a maioria dos experimentos a partir de 120-180 minutos.

O percentual de hidrolise superior a 100% pode ser devido a reagdes do kit
enzimatico com parte do produto, devido a grande semelhanga existente com
a glicose, sendo necessario analisar a reagdo desse kit frente a substratos de
galactose e lactose puros.

Tabela 2 — Hidrolise da lactose das microcapsulas em fungio do tempo (%)

Tempo (min)

Experimento 15 30 60 120 180 240
1 6,14 44,99 5553 63,76 80,22 49,62 62,28
2 18,16 51,4 53,22 79,45 63,51 82,53 104,13
3 14,89 43,13 67,36 779 13447 923 103,1
4 0,93 16,69 52,71 86,39 89,73 160,18 91,79
5 8,14 28,44 4525 8562 86,39 162,75 86,64
6 10,15 34,11  S1 6942 1283 168,66  101,3
7 421 46,53 51,68 111,84 123,67 129,58 80,22
8 3,54 2577 50,34 6531 9513 169,69 86,39
9 728 19,83 48,08 73,53 12932 99,5 76,87

Fonte: Autoria propria (2017).

Escobar, Souza e Lehn (2014) imobilizaram 0,75 ml da enzima comercial
B galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym® 3000L) em 14,25 ml de
alginato de sodio 0,8% (p/v), em uma propor¢ao de 1:19. O tempo de contato
na solu¢do de CaCl, 0,3% (p/v) na qual foram gotejadas, foi de 10 minutos. A
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analise do tempo de hidrdlise ocorreu ao longo de 6 horas, sob pH 7,0, sendo
retiradas amostras a cada 30 minutos até o tempo de 180 minutos, apos isso,
amostras foram retiradas nos tempos de 240 e 360 minutos. Nessas condigdes, a
maxima hidrélise ocorreu no tempo de 360 minutos, apresentando uma taxa de
conversao da lactose de aproximadamente 40%. Supde-se que a diferenga obser-
vada com o presente estudo, no qual a total conversao ocorreu primeiramente a
60 minutos, se deva as diferentes proporc¢des utilizadas de alginato de sodio e
enzima comercial K. lactis.

Elnashar e Yassin (2009) realizaram experimentos a partir da enzima -ga-
lactosidase, obtida de Aspergillus oryzae imobilizada em carragena com qui-
tosana. Os resultados indicam uma taxa de conversdo da lactose de 70% em
sete horas de hidrdlise. Esse valor inferior pode ser relacionado as interagdes
da carragena e quitosana e outros compostos que constituem o suporte de imo-
bilizagdo, além da faixa de pH testada, que variou de 4,5 a 5,5, e a faixa de
temperatura, de 50 °C a 55 °C.

4.4 EFICACIA DE RETENCAO DA B-GALACTOSIDASE
IMOBILIZADA

As concentragdes dos reagentes utilizados nesse experimento foram defini-
das a partir da analise de otimizagdo dos parametros de encapsulacao.

A capacidade de retencdo da enzima determinada por este trabalho foi re-
lativamente satisfatoria, e a determinagdo de proteina na solugdo de lactose uti-
lizada para medir a glicose e na solugdo aquosa foram bem baixas nos dois dias
de experimento (Tabela 3), entretanto, a atividade enzimatica e o rendimento de
hidrolise da lactose sofreram uma queda brusca do primeiro para o segundo dia.

Tabela 3 - Reciclo da enzima B-galactosidase imobilizada

Andlises Tempo (dia)
1 2
Glicose (mg/ dL) 482,66 79,05
Rendimento (%) 91,83 15,04
Atividade enzimatica (pmol glicose/min) 14,89 2,44
Proteina na lactose (mg/ ml) 0,74 0,00
Proteina na solu¢ao aquosa (mg/ ml) 1,00 0,19

Fonte: Autoria propria (2017).
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5 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos, pode-se concluir que os melhores parame-
tros para a imobiliza¢do da enzima beta galactosidase foram: concentragao de
cloreto de célcio a 0,4%, concentragdo de alginato de sodio a 1,2% e tempo de
maturagdo 6 minutos; € o melhor tempo para hidrélise da lactose foi determina-
do em 180 minutos (ou 3 horas).

O microencapsulamento da -galactosidase comercial permitiu o reuso da
enzima por tempo limitado, mesmo ndo ocorrendo o seu desprendimento da
microcapsula. A andlise da atividade da enzima microencapsulada decaiu ao
longo de 48 horas, ap0s isso, as microcapsulas perderam atividade, provavelmen-
te devido a interagdes com o calcio da microcépsula ou desnaturacao da enzima
ou, ainda, a presenca de produtos que possam ocasionar inibi¢ao competitiva.

A possibilidade de compartimentalizar as microcépsulas no interior de re-
atores abre possibilidades da utiliza¢do dessa enzima em escala industrial, sem
que haja a perda em processos de pasteurizagdo. A redugdo do diametro das
particulas ¢ possivel por meio de um atomizador como equipamento para gerar
goticulas minusculas que permitira formar microcapsulas de tamanho menor, e
que, possivelmente, poderd influir no rendimento da hidrolise, pois aumentard a
superficie de contato.

Estudos em processos de fluxo continuo (coluna) de substrato podem redu-
zir os efeitos de inibi¢do por produtos (galactose e glicose), visto que estes serdo
removidos pelo fluxo. Estudos envolvendo outros polissacarideos existentes para
microencapsulacio da enzima podem auxiliar na melhoria do seu tempo de vida,
bem como substituir e/ou reduzir a concentragao de calcio ou mesmo substitui-lo
por magnésio para auxiliar na estabilidade e shelf-life da enzima.
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