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Il Resumo

A B-galactosidase € uma enzima importante que atua na hidrélise da lactose,
podendo ser empregada na obtenc&o de alimentos destinados a consumidores
intolerantes a esse dissacarideo. A levedura Kluyveromyces marxianus apresenta
bom rendimento de crescimento, além de ser um micro-organismo seguro em
aplicac¢6es industriais, e tem sido utilizada para producéo da enzima por cultivo
submerso. A B-galactosidase obtida foi fracionada com sulfato de aménio e
caracterizada quanto a temperatura e pH 6timos, estabilidade térmica, valores
D e z, e parametros cinéticos e termodinamicos. A temperatura e pH 6timos
foram de 45-50 °C e 7,0, respectivamente. A energia de ativacdo da reacao
enzimatica foi de 9,8 kcal.mol-' e da reac&o de desativacéo, 64,2 kcal.mol-'. Os
valores de K eV __ obtidos foram de 3,7 mM e 99,0 U.mL"", respectivamente. A
energia livre de Gibbs reduziu com o aumento de temperatura, sendo a enzima
mais estavel a 30 °C (AG* = 106,8 kJ.mol"). A entalpia foi de 313,04 kd.mol" e
a entropia 0,68 kJ.mol”".k-'. O valor D confirmou que a enzima foi mais estavel
em temperaturas proximas de 30 °C (D = 11.513,0 min) e o valor z foi de 5,8 °C.

Palavras-chave: Enzima; Temperatura étima; pH otimo; Entalpia; Entropia;
Energia livre de Gibbs.

B Summary

B-galactosidase is an important enzyme that acts on lactose hydrolysis
and can be used to obtain food for consumers intolerant to this disaccharide.
The yeast Kluyveromyces marxianus presents a good growth yield, is a safe
microorganism for industrial applications and has been used for enzyme production
using the submerged process. The f-galactosidase obtained was fractionated with
ammonium sulphate and characterized with respect to its optimum temperature
and pH, thermal stability and its D and z values, as well as its kinetic and
thermodynamic parameters. The optimum temperature and pH were 45-50 °C
and 7.0, respectively. The activation energy and the deactivation reaction of the
enzymatic reaction were, respectively, 9.8 kcal.mol"" and 64.2 kcal.mol-'. The K |
and V__ values obtained were 3.7 mM and 99.0 U.mL"", respectively. The Gibbs
free energy decreased with increasing temperature and the enzyme was more
stable at 30 °C (AG* = 106.8 kd.mol"). The enthalpy was 313.04 kJ.mol-! and
entropy 0.68 kd.mol.k™'. The D value confirmed that the enzyme was more stable
at temperatures around 30 °C (D = 11,513.0 min) and the z value was 5.8 °C.

Key words: Enzyme; Optimum temperature; Optimum pH, Enthalpy; Entropy;
Gibbs free energy.
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Il 1 Introducao

Enzimas microbianas possuem vasta aplicacdo no
setor alimenticio e farmacéutico por serem substancias
naturais, apresentarem elevada especificidade catalitica,
atuarem em condicOes brandas de temperatura e pH,
e serem eficientes a baixas concentragdes (SILVA e
FRANCO, 1999).

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23), ou lactase, € uma
importante enzima utilizada industrialmente na hidrolise
da lactose presente no leite em seus monossacarideos
glicose e galactose (GEKAS e LOPES-LEIVA, 1985). Sua
importancia é ressaltada pela atuacdo na producao de
derivados lacteos destinados a pessoas intolerantes a
lactose, além de evitar a cristalizacdo desse dissacarideo
nesses produtos (JURADO et al., 2002).

Essa enzima € largamente encontrada na natureza,
distribufda entre animais, vegetais e micro-organismos,
sendo que suas caracteristicas variam de acordo
com a origem. Suas melhores condi¢cdes operacionais
de temperatura e pH diferem de acordo com a fonte
(LADERO et al., 2000).

A hidrélise enzimética da lactose é mais adequada
do que a quimica, pois permite condicbes moderadas
de temperatura e pH durante o processo, sem gerar
subprodutos responsaveis por sabor, odor ou cor
desagradaveis, que s&o normais nos métodos acidos.
Além disso, as propriedades nutricionais dos produtos
lacteos nao sdo modificadas (SANTOS et al., 1998;
LADERO et al., 2002).

As lactases mais importantes em termos de
interesse tecnoldgico, produzidas por leveduras do
género Kluyveromyces, sao intracelulares. Suas sinteses
s&o induzidas por lactose e galactose, e reprimidas
pela glicose, sendo, na sua maioria, obtidas por cultivo
submerso (SZCZODRAK, 2000). A utilizagdo de leveduras
Kluyveromyces € interessante comercialmente, pois s&o
consideradas GRAS (Generally Recognized as Safe),
sendo aceitas pelo FDA (Food and Drug Administration)
dos EUA para a producéo de compostos alimenticios e
farmacéuticos (HENSING et al., 1994).

O sitio ativo da B-galactosidase possui habilidade
tanto para hidrolisar a lactose quanto para transgalactosilar
a galactose (JURADO et al., 2002). Por causa dessa
propriedade, essa enzima vem sendo utilizada para a
producdo de galacto-oligossacarideos (GOS). Estes
s&o oligossacarideos nao digeriveis e séo utilizados
como ingrediente em alimentos, por apresentarem
efeito prebiodtico. A reagdo enzimatica de producéo de
GOS é denominada transgalactosilacéo e é realizada a
partir de substratos ricos em lactose (CRITTENDEN e
PLAYNE, 1996; SAKO et al., 1999; CHEN et al., 2002).
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Muitas caracteristicas fisiolégicas atribuidas aos GOS
s8o relacionadas aos seus efeitos sobre a microflora
intestinal e as suas atividades bioquimicas (MARTINS e
BURKERT, 2009).

Para maior eficiéncia da enzima em reacgoes
biotecnoldgicas, é interessante eliminar os interferentes
desse processo. A precipitacdo de proteinas € uma
técnica de purificacdo parcial considerada rapida e
eficiente, sendo empregada para eliminar impurezas e
aumentar a atividade especifica da enzima (LIMA et al.,
2001).

O potencial de aplicagdo para determinada
enzima em processos industriais depende de sua
atuacéo catalitica, ou seja, sua atividade e sua
estabilidade sob diferentes condicdes fisicas, como
pH e temperatura (LEHNINGER, 1997). Dessa forma,
a caracterizacdo das enzimas ganha destaque,
sendo de fundamental importancia para o estudo dos
pardmetros que s&o relevantes no dimensionamento de
um processo enzimatico. Na literatura, poucos dados
sdo encontrados sobre os parametros termodinamicos
da B-galactosidase, especialmente quando oriunda de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082.

O objetivo do trabalho foi caracterizar a enzima
B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082
fracionada com sulfato de amonio, quanto aos seguintes
aspectos: pH e temperatura 6timos; estabilidade térmica,
que foi estudada em termos de meia vida (t, ,); constante
cinética de desnaturagéo térmica (K,) e energia da reagéo
de desativacéo (E,); valores D e z, e parametros cinéticos
e termodinamicos.

Il 2 Material e Métodos

2.1 Micro-organismo

A levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082,
depositada na Fundacao Tropical de Pesquisas e
Tecnologia André Tosello, foi cedida pelo Laboratério de
Engenharia de Bioprocessos da Universidade Estadual
de Campinas-UNICAMP, SP.

A cultura foi mantida a 4 °C, em tubos de ensaio
com Agar Extrato de Malte e Levedura.

2.2 Preparo do inéculo

O in6culo continha 150 mL do meio de cultivo,
composto por 10 g.L™" de lactose, 5 g.L™" de KH,PO,,
1,2g9.L"de(NH,),SO,,0,49.L"de MgSO,.7H,0e 1,0g.L"
de extrato de levedura, preparado em tampéo fosfato de
potassio 0,2 M, pH 6,0, sendo a lactose esterilizada por
filtracdo. As condicées de cultivo foram 30 °C, 180 rpm
por 24 h (INCHAURRONDO et al., 1994; PINHEIRO et al.,
2003; LUKONDEH et al., 2005; ALVES et al., 2008).
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2.3 Cultivo submerso

A enzima foi produzida por cultivo submerso,
utilizando-se o0 meio de cultivo otimizado por Manera et al.
(2008) com 10% de in6culo, preparado em tampao fosfato
de potassio 0,2 M pH 6,0. As condi¢des de cultivo foram
30 °C, 180 rpm por 96 h.

2.4 Extracdo da enzima

A enzima foi extraida utilizando-se pérolas de vidro
e agitador tipo vortex. Para cada mililitro em suspenséo
contendo 40 mg de células, foi adicionado 1,1 g de
pérolas de vidro com diametro entre 0,6 e 0,8 mm. A
suspensédo celular foi centrifugada, sob refrigeracéo
(5200 g, 10 min), para separacé&o do extrato enzimatico
(MEDEIROS et al., 2008).

2.5 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada pela reacéo
de 2 mL de o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG)
1,256 mM em tampéo KH,PO, 50 mM pH 6,6 com 50 L
do extrato enzimatico, por 5 min a 37 °C. A reagéo foi
interrompida com 0,5 mL de carbonato de sddio 1 M. Uma
unidade de atividade enziméatica (U) foi definida como
a quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol
de o-nitrofenol por minuto, sob as condicdes do ensaio
(INCHAURRONDO et al., 1994).

2.6 Fracionamento com sulfato de aménio

O fracionamento da enzima foi realizado por meio
de precipitacdo com a adi¢do do sulfato de amdnio ao
caldo contendo a enzima, até 70% de saturagéo. A seguir,
a suspensao foi agitada, mantida em repouso a 4 °C
por 12 h e centrifugada. O precipitado foi essuspenso
em tampéo fosfato de potassio 50 mM com MnCl,.4H,0
0,1 mM pH 6,6, depois de realizado o processo de didlise
para remoc¢ao do sal utilizando-se 0 mesmo tampao de
ressuspensao (VEIGA et al., 2007).

O fator de purificagdo (FP) foi usado como a
medida da purificacédo proporcionada pelo fracionamento,
sendo definido conforme a Equacéo 1.

_ atividade especifica do extrato fracionado

FP — — 1
atividade especifica do extrato bruto (1)

em que atividade especifica é a atividade enzimatica por
mg de proteina.

A recuperacgéo (R) foi definida como a atividade
enzimatica no extrato fracionado pela obtida no extrato
bruto, conforme Equacgéo 2.

atividade da enzima fracionadax V

R(%) = — . x100 2
atividade da enzima brutax V (2)

em que V (mL) é o volume do respectivo extrato (SILVA
e FRANCO, 1999).
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2.7 Caracterizacao da enzima fracionada com
sulfato de aménio

2.7.1 Temperatura e pH otimos e energia de ativagao

A influéncia da temperatura na reac&o enzimatica
foi determinada por meio da atividade de B-galactosidase
fracionada com sulfato de amoénio, utilizando-se o mesmo
procedimento descrito no item 2.5, porém incubando a
enzima nas temperaturas de 25, 30, 35, 37, 40, 45, 50,
55 e 60 °C.

A influéncia do pH na atividade foi estudada a
37 °C, testando a variagédo de pH em diferentes tampdes:
acetato de sodio (pH 5,0; 5,6), citrato de sddio (pH 5,6;
6,0), tris-HCI (pH 7,3; 7,6) e fosfato de sodio (pH 6,6; 7,0;
7,3) (ALVES et al., 2008).

Por meio da forma linearizada da equacao de
Arrhenius, plotou-se o gréfico In V. em func&o do inverso
da temperatura em que V (umol.min') é a atividade da
enzimae T (K), a temperatura absoluta. Com o coeficiente
angular da equacgao da reta, determinou-se a energia de
ativacéo (Equacéo 3).

K — Ae(*Ea/Rg-T) (3)

em que: K = constante de velocidade; A = constante
exponencial; E, = energia de ativagéo; Rg constante
dos gases; T = temperatura.

2.7.2 Estudo da estabilidade térmica da enzima

A estabilidade térmica da enzima fracionada com
sulfato de amdnio foi estudada nas temperaturas de 30,
37, 40 e 45 °C em termos de meia vida (t,,), constante
cinética de desnaturagéo térmica (K ) e energia da
reacéo de desativacéo (E,). Para este estudo, a enzima
foi incubada em cada temperatura até que perdesse 50%
de sua atividade inicial. A medida da atividade enzimatica
foi feita conforme o item 2.5, em intervalos de tempos
pré-determinados.

A meia vida da enzima foi calculada conforme
Lavorenti et al. (2003), a partir da Equacéo 4:

In 2

t1/2= Kd (4)

Considerando-se que, na faixa das temperaturas
estudadas (30-45 °C), a cinética de desnaturagéao
enzimatica é de 1% ordem e que o valor de K € fungao
apenas da temperatura absoluta, 0s valores experimentais
de K, foram determinados por meio do coeficiente
angular do grafico -In (V/V,) versus tempo de incubagéo
da amostra, em que V é a atividade enzimatica em cada
tempo de amostragem e V, € a atividade enzimatica no
tempo inicial (t = 0).

A energia da reagao de desativacdo (E ) foi
determinada a partir dos dados do estudo da estabilidade
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térmica. A partir do coeficiente angular da reta - In (K)
versus 1/T e utilizando-se a Equacao 5, foi determinado
o valor de E, em que R é a constante dos gases ideais
(8,314.107° kd.mol".K").

In Kd=In K - (Edj
RT

2.7.3 Determinacéo dos valores D e z

Para verificacdo da influéncia da temperatura na
estabilidade da enzima, foram estudados os valores D e z.

O valor de reducao decimal D é o tempo necessario
para reduzir a velocidade de reacdo a 10% e foi
determinado pela Equacao 6.

_2.3026
D==1— 6)

A variacdo de temperatura (valor z) requerida
em um sistema para que ocorra uma redugdo decimal
na velocidade de reagao foi obtida pelo inverso do
coeficiente angular da reta construfda a partir de log (D)
versus temperatura (°C).

2.7.4 Determinacédo das constantes cinéticas

A cinética da maioria das reac6es catalisadas por
enzimas segue o modelo Michaelis-Menten (Equacéo 7).
As constantes cinéticas (K_ eV, __) foram determinadas
usando-se o método gréafico de Lineweaver Burk (SHULER
e KARGI, 2002), graficando 1/S versus 1/V, em que foi
utilizada uma faixa de concentracao de 1-10 mM de ONPG
e a atividade enzimatica determinada conforme o item 2.5.

V . S
\ = _Mmax

K L9 7
Km+S 7

2.7.5 Parametros termodindmicos de desnaturacdo da
enzima

Os dados termodinamicos foram estudados para as
temperaturas de 30, 37, 40 e 45 °C. Os valores de AH* e
AS* foram obtidos pela inclinagéo e pela interceptacao do
gréafico In (kd/T) versus 1/T, respectivamente, e calculados
de acordo com a Equacado 8. O AG* foi estimado pela
Equacéo 9.

Ka)_ Ks AS*) [ AH*( 1
Inf| == In|— |+ - —

T h R R (T (8)
em que: kB = constante de Boltzmann; h = constante de

Planck; AS* = entropia de inativacdo; AH* = entalpia de
inativacdo; R = constante universal dos gases.

AG*= AH* - AS*.T (9)
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2.8 Métodos analiticos

2.8.1 Determinagéo da biomassa

Apos o cultivo submerso, tomou-se uma aliquota
para determinacéo da biomassa. A amostra foi centrifugada
e as células lavadas com agua. Posteriormente, as células
foram ressuspensas e a concentracao celular foi estimada
a partir da leitura da absorbéancia a 620 nm e convertida
para massa de células seca, utilizando-se curva padréo
(RECH et al., 1999).

2.8.2 Determinagdo de proteina

A dosagem de proteina foi determinada de
acordo com a metodologia descrita por Lowry et al.
(1951). Foi construida uma curva padréo utilizando-se
albumina de soro bovino (BSA) como proteina padréo,
com concentragdes variando de 0,02 a 0,4 g.L". Esta
foi expressa em concentragdo de BSA (g.L") versus
absorbéancia a 750 nm e foi utilizada para determinar a
concentracao de proteina.

2.8.3 Determinacéo do pH

A determinacéo do pH foi realizada por meio da
leitura da amostra em um potenciémetro de pH, segundo
Cunniff (1995).

I 3 Resultados e Discussao

3.1 Fracionamento com sulfato de amodnio

A adicao de sulfato de amdnio foi 0 processo
de separacao de proteinas utilizado para livrar a
pretendida enzima de acompanhantes, proteinas ou
nao, possibilitando obter a méxima concentracdo da
proteina de interesse e 0 aumento de atividade enzimatica
especifica. O fator de purificacao da B-galactosidase
fracionada com sulfato de aménio foi de 1,3 e a
recuperacao, de 83,2%.

O fracionamento enzimatico com sulfato de
amoénio baseia-se no aumento da forca i6nica, de
tal forma que as moléculas proteicas se agregam e
precipitam (LIMA et al., 2001), sendo esse um método
simples, rapido e de baixo custo (HILBRIG e FREITAG,
2003). Apesar dessas vantagens, pelos resultados
apresentados, percebeu-se que esse método nao
consegue alta purificacdo da enzima por se tratar de
uma etapa inicial do processo, mas apresenta uma
boa recuperacéo. Silva e Franco (1999) purificaram
B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis por sistema
aquoso bifasico (SAB), pelo qual ativaram quimicamente
PEG 4000, com cloreto de tresila, e acoplaram o ligante
bioespecifico p-aminofenil-B-D-tiogalactopiranosideo
(AGPG). Utilizando-se os sistemas 6% PEG 4000 8%
Dextrana, 6% PEG 4000-AGPG 8% Dextrana e 13% PEG
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4000-AGPG 9% fosfato, obtiveram resultados de fator de
purificac&o e recuperacdo de 2,8 e 57%; 9,7 € 55%; 19 e
39%, respectivamente. Gul-Guven et al. (2007) purificaram
B-galactosidase de Alicyclobacillus acidocaldarius pelos
procedimentos de precipitacdo com sulfato de amonio
com 50% de saturagéo, permeacao em gel, troca
ibnica e cromatografia de afinidade, e, finalmente, por
eletroforese preparativa, tendo obtido fator de purificagdo
e recuperacéo de: 1,90 e 54,6%; 2,53 € 36,9%; 3,95 e
33,6%; 11,99 e 14,4%; 162,9 e 8,20%, respectivamente.
Song et al. (2010) também purificaram a -galactosidase,
porém de Guehomyces pullulans 17-1 por cromatografia
de filtracao em gel e cromatografia de troca de cations,
tendo obtido baixo fator de purificacéo: 2,2 e 2,4, e baixo
rendimento: 19,3 e 16,1%, respectivamente.

3.2 Efeito da temperatura e do pH na atividade de
B-galactosidase

A B-galactosidase fracionada com sulfato de
amoénio apresentou maior atividade entre 45 e 50 °C.
Observa-se, porém, na Figura 1, que existe uma
manutencéo da atividade entre 30 e 37 °C. Como a
enzima n&o é altamente purificada, pode haver mais de
uma proteina com atividade e com temperatura 6tima
diferentes, explicando o perfil de temperatura da Figura 1.

Segundo Alves et al., (2008), a temperatura étima
para a B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT
7082 bruta é de 37 °C. Assim, o fracionamento com sulfato
de ambnio da enzima proporcionou uma temperatura
6tima mais elevada (45 °C) quando comparada a mesma
enzima, porém bruta, estudada por esses autores. O
processo de fracionamento pode ter removido do meio
proteases ou contaminantes que conduzissem a uma
maior desnaturagcao ou uma inibicdo em temperaturas
acima de 37 °C, obtendo-se, assim, o 6timo, na enzima
fracionada, em temperaturas mais elevadas.

Brady et al. (1995) estudaram o efeito da
temperatura e do pH na atividade de B-galactosidase

110+
100
90 —
80 -
70
60 -
50 —
40 —
30 -

20 T T T T T T T T 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Atividade enzimatica relativa (%

Temperatura (°C)

Figura 1. Efeito da temperatura na atividade enzimatica da
B-galactosidase fracionada com sulfato de amoénio.
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de Kluyveromyces marxianus IMB3 durante o crescimento
em meio contendo lactose e também verificaram maior
atividade entre 45 e 50 °C, dentre as temperaturas
estudadas (20-60 °C) e notaram um decréscimo de
atividade fora dessa faixa de temperatura. O pH 6timo foi
em tampao fosfato de sddio 50 mM pH 7,5. Tomaska et al.
(1995) estudaram a temperatura 6tima para a mesma
enzima, porém proveniente de Kluyveromyces marxianus
CCY e SY2, e obtiveram resultados entre 50 e 52 °C,
respectivamente.

Rhimi et al. (2010) estudaram a temperatura
(4-50 °C) e o pH (4-8,5) ¢timos para B-galactosidase
de Streptococcus thermophilus LMD9, e encontraram,
respectivamente, faixas de 25-40 °C e 6,5-7,5.
Song et al. (2010), estudando as condi¢cdes 6timas
para B-galactosidase de Guehomyces pullulans 17-1
purificada, obtiveram temperatura 6tima de 50 °C e pH
6timo em tampé&o citrato 100 mM pH 4,0.

No estudo dainfluéncia do pH nareagéo enzimatica,
foi possivel observar, por meio dos resultados ilustrados
na Tabela 1, que o tampao fosfato de sédio proporcionou
maior atividade enzimatica, tanto para a enzima
fracionada com sulfato de amoénio (pH 7,0), estudada
neste trabalho, como no estudo para a mesma enzima,
bruta, de Alves et al., (2008) (pH 6,6). O fracionamento
com sulfato de amdénio conduziu a uma enzima menos
reativa nos diferentes tampdes. O contréario ocorreu com
a enzima bruta estudada por Alves et al., (2008) que,
em uma pequena faixa fora do pH 6timo, manteve-se
praticamente estavel sua atividade enzimatica.

Os valores otimos de pH obtidos para a
B-galactosidase fracionada com sulfato de amoénio nos
tampobes estudados estdo de acordo com a literatura
em que sdo reportados valores de pH 6timos na faixa
de 6,0-7,3 para enzimas obtidas de leveduras do
género Kluyveromyces (GEKAS e LOPEZ-LEIVA, 1985;
JURADO et al., 2002).

A energia de ativac&o obtida foi de 9,8 kcal.
mol-'. De acordo com Whitaker (1994), a energia de
ativacao para transformacéo de reagentes em produtos
em reacgBes enzimaticas esta compreendida entre 6,0 e
15,0 kcal.mol'.

Segundo Alves et al. (2008), a B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 bruta possui energia
de ativacao de 9,4 kcal.mol', ou seja, praticamente
ndo houve alteragdes da energia de ativacdo com o
fracionamento da enzima.

3.3 Estabilidade térmica da enzima, valores D e z

O valor de reducdo decimal D representa a
resisténcia a uma determinada temperatura, enquanto o
valor z é expresso em °C e equivale a dependéncia da
mudanca de temperatura para a desnaturacéo do fator
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Tabela 1. Atividade enzimatica relativa em fungéo do pH.

Atividade enzimatica relativa (%)

Enzima bruta
(ALVES et al., 2008)

Enzima fracionada com
sulfato de amoénio

Acetato 50 mM 50 1,5 0,6
5,6 8,7 76,5
Citrato 50 mM 5,6 2,7 30,5
6,0 57 80,7
Fosfato 50 mM 6,6 80,9 100,0
7,0 100,0 98,7
7.3 85,2 98,3
Tris-HCI 50 mM 7,3 27,2 94,3
7,6 19,3 93,2

termodegradavel. Esse parédmetro indica o intervalo em
que a temperatura, sendo aumentada ou diminuida, gera
a mudanga de um ciclo logaritmico no valor D.

Os resultados apresentados na Tabela 2 permitem
perceber que as constantes cinéticas de desnaturacéo
térmica (Kd) sao inversamente proporcionais as
respectivas meias vidas.

Pela observacédo dos valores D na Tabela 2,
é possivel afirmar que a enzima é mais estavel em
temperaturas préoximas de 30 °C (D = 11.513,0 min).

Brady et al. (1995) encontraram que a
B-galactosidase ¢é estavel por 7 h a 30 °C, com meia
vida de 0,25 h, sendo que, entre 45 e 50 °C, a meia vida
cai para 0,1 h. Tomaska et al. (1995) verificaram que a
B-galactosidase perdeu toda atividade em 4 h a 45 °C,
enquanto que a mesma enzima, porém imobilizada,
apresentava cerca de 60 a 70% de atividade apoés
5 horas; os autores apontam o fato de a imobilizagdo
da enzima ter sido responsavel pela estabilizacao a
inativacao térmica.

O valor de z obtido foi de 5,8 °C, ou seja, ao variar
a temperatura para mais ou para menos no valor de z,
muda-se o valor D em um ciclo logaritmico. O valor z
indicou que a temperatura deve ter especial atencéo
em um processo que utilize a enzima B-galactosidase,
ja que este é baixo, ou seja, uma pequena variagdo de
temperatura ird4 afetar grandemente a estabilidade da
enzima. Na temperatura 6tima, a enzima apresentou
baixa meia vida, sendo inapropriada para utilizacao em
processos realizados nessa condicao.

Aenergia dareagéo de desativagéo (E ) da enzima
fracionada com sulfato de aménio foi de 64,2 kcal.mol".

3.4 Determinacao das constantes cinéticas

Os paréametros cinéticos K e V__ da enzima
B-galactosidase fracionada com sulfato de amoénio foram
obtidos experimentalmente e os valores de K e V__

obtidos foram de 3,7 mM e 99,0 U.mL™", respectivamente.
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Tabela 2. Valores experimentais do t, ,, Kd e valor de reducgéo
decimal (D) para B-galactosidase fracionada com sulfato de
amonio, em funcéo da temperatura.

Enzima fracionada com sulfato de amonio

t,, (h) K, (min~') Valor D (min)
30 57,8 0,0002 11.513,0
37 7,7 0,0015 1.5635,0
40 1,8 0,0063 365,5
45 0,1 0,0775 29,7

Segundo Whitaker (1994), quanto menor o valor
de K_ maior a afinidade do catalisador pelo substrato.
Alves et al. (2008) realizaram a caracterizacao da enzima
B-galactosidase bruta obtida a partir da mesma cepa e
substrato do presente estudo e obtiveram valores de K |
de 15,1 mM e V__de 18,9 UmL". Ao se compararem
esses dados aos obtidos no presente estudo, verifica-se
que o K da enzima bruta foi aproximadamente 4 vezes
maior em relacdo ao obtido quando se utiliza a enzima
fracionada com sulfato de amonio; portanto, a enzima
fracionada apresentou maior afinidade com o substrato
ONPG do que a enzima bruta.

Song et al. (2010) encontraram valor de K para
B-galactosidase de Guehomyces pullulans 17-1 purificada
por cromatografia de filiracdo em gel e cromatografia de
troca de cations de 3,3 mM, sendo esse valor bastante
préximo ao encontrado no presente trabalho, que utilizou
somente uma etapa de purificacdo. Ku e Hang (1992)
obtiveram K para B-galactosidase de K. marxianus NRRL
Y-1196 de 3,9 mM.

3.5 Parametros termodinamicos: energia livre de
Gibbs, entalpia e entropia

A determinacéo dos parametros termodinadmicos
ajuda a entender o mecanismo de desnaturacdo da
enzima, 0 qual € muito importante em processos
enzimaticos, bem como o efeito da temperatura na
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taxa de desnaturacdo enzimatica. Os parametros AH*
e AS* fornecem o numero de ligagdes nédo covalentes
quebradas e a mudanca na desordem enzima/solvente
associada com a formacao do estado de transicéo,
respectivamente (ORTEGA et al., 2004).

A Tabela 3 mostra os valores experimentais obtidos
para a energia livre de Gibbs, entalpia e entropia.

A energia livre de Gibbs (AG*) de uma enzima
¢ diferente para cada estado: forma nativa e forma
desnaturada, e indica quanto da conformacé&o inicial
ainda esta preservada ou ativa. A desnaturacao ocorre
quando AG* assume valor baixo, indicando que o estado
assumido apresenta menos energia disponivel, em fungédo
da desnaturacéo, quando comparado com o estado inicial
(MODELL e REID, 1983).

Conforme se pode observar, os dados de AG* na
Tabela 3 indicam que a B-galactosidase desnaturou com
0 aumento da temperatura, sendo que os valores de AG*
mostram que a temperatura de 30 °C proporcionou maior
resisténcia ao desdobramento térmico.

A abertura na estrutura da enzima é acompanhada
pelo aumento da entropia ou desordem de inativacéo
(AS™) (VIEILLE e ZEIKUS, 1996). Valores positivos de
entropia sugerem que o desdobramento da enzima pode
ser uma etapa determinante para a termoinativacéo
irreversivel da enzima; porém, valores positivos e baixos
sugerem uma desordem insignificante no sistema. Logo,
comparando o valor de entropia deste trabalho, de
0,68 kd.mol~".K-"(Tabela 3) com o obtido por Manera et al.
(2009), de 0,68 kd.mol".K-", para a enzima bruta, pode-se
dizer que B-galactosidase tanto fracionada com sulfato
de amoénio como bruta possuem uma insignificante
desordem no sistema. Os valores de AH* e AS™ sé&o
altamente influenciados por varios fatores, incluindo o
efeito do solvente e da estrutura (NAIDU e PANDA, 2003).
Assumindo-se que a forca de uma ligacdo n&o covalente
sejade 5,4 kJ.mol" (ORTEGA et al., 2004), a formacéo do
estado de transi¢do da B-galactosidase ¢ acompanhada
pela ruptura de aproximadamente 60 ligacbes, como
mostrado pelo valor de AH* (Tabela 3).

Tabela 3. Valores experimentais do AG*, AH* e AS* para
B-galactosidase fracionada com sulfato de aménio, em fungéao
da temperatura.

Temperatura AG* AH* AS*
(°C) (kJ.mol-") (kd.mol')  (kJ.mol-'.K-")
30 106,8 313,04 0,68
37 102,4
40 100,4
45 96,9
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Il 4 Conclusoes

A temperatura 6tima da B-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7082 fracionada com
sulfato de amonio encontrou-se entre 45 e 50 °C. O pH
otimo foi em tampao fosfato de sodio pH 7,0.

A energia de ativacéo e da reacao de desativacao
foram 9,8 e 64,2 kcal.mol', respectivamente.

O valor z obtido para a enzima fracionada com
sulfato de aménio foi de 5,8 °C. O AH* e AS* foram,
respectivamente, 313,04 kd.mol-' e 0,68 kJ.mol~".K-".

Os paréametros cinéticos K e V__ da enzima
B-galactosidase fracionada com sulfato de aménio foram
de 3,7 mM e 99,0 U.mL"" respectivamente.

A enzima foi mais estavel em torno de 30 °C
(D = 11.513,0 min, Kd = 0,0002 min"', t,, = 57,8 h,
AG* = 106,8 kJ.mol™"). Acima dessa temperatura, a
enzima desnaturou rapidamente, sendo que uma pequena
variacdo na temperatura acarretou grande perda de
estabilidade.
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