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1. INTRODUCAO

A B-galactosidase é uma importante enzima utilizada industrialmente na
hidrélise da lactose (Gékas & Lopez-Leiva, 1985). Sua larga aplicacdo na industria de
laticinios possibilita a obtencdo de alimentos com baixos teores de lactose, tornando-
os ideais a consumidores intolerantes a este acucar, e melhorando a solubilidade e
digestibilidade de leites e seus derivados (Mahoney et al., 1974).

Estudos realizados anteriormente com outra cepa de Kluyveromyces marxianus
(CCT 7082) mostraram que a enzima nao apresenta a estabilidade térmica desejada
para ser aplicada na producdo de laticinios (Manera, 2006), sendo, portanto, de
interesse industrial o estudo de outras fontes de [3-galactosidase buscando uma
enzima mais estavel.

A caracterizacdo enzimética envolve o conhecimento das propriedades, como
0s parametros cinéticos e termodindmicos e a estabilidade térmica da enzima,
facilitando sua aplicacdo. Nesse contexto, este trabalho teve por objetivo caracterizar a
enzima [-galactosidase de Kluyveromyces marxianus ATCC 16045, quanto aos
parametros cinéticos, termodinamicos, estabilidade térmica e valores de D e z.

2. MATERIAL E METODOS

A enzima B-galactosidase foi produzida por fermentacdo submersa em frascos
agitados a 30°C e 180 rpm, empregando lactose de soro de leite como substrato.
Determinacdo dos parametros cinéticos

Foi realizada a determinacdo dos parametros cinéticos Km e Vméax medindo-se
a atividade enzimatica em diferentes concentracdes de ONPG (1-10mM).
Estabilidade térmica e parametros termodinamicos

Incubou-se a enzima, na faixa de temperatura entre 35-55°C, sendo
determinada a atividade enzimatica ao longo do tempo, calculando posteriormente a
constante cinética de desnaturacao térmica, Ky, € 0 tempo de meia vida, ty,.

Através dos dados de estabilidade térmica foi possivel calcular os parametros
termodin@micos da B-galactosidase: a energia livre de Gibbs (Equacao 1), entalpia e a
entropia (Equacgéo 2).
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Onde: R é a constante universal dos gases, T a temperatura absoluta, h é a
constante de Planck e K a constante de Boltzmann. Também foram calculados os

parametros D (Equacao 3) e z (Equacao 4) para expressar a inativagdo da enzima em
estudo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de Km e Vmax foram 1,98 mM e 20 U.mL™. O valor de Km estimado
foi cinco vezes menor que o encontrado por Manera (2006), mostrando uma alta
afinidade pelo substrato ONPG que estudos com outra linhagem.

O estudo da estabilidade da enzima mostrou que o tempo de meia-vida para
temperatura de 35°C foi de 38,5 h para a cepa em estudo e 10,5 h para K. marxianus
CCT 7082, portanto, a enzima produzida mostra-se mais estavel que a utilizada em
estudos prévios.

A energia de ativacdo (E;) calculada para a p-galactosidase foi de
37,04 kJ.mol™ enquanto que a energia de ativacdo da reacéo de desnaturacéo (E,) foi
de 327,7 kJ.mol™.

Tabela 1: Parametros termodinadmicos e valor D da [3-galactosidase a diferentes

tem peratu ras.
Temperatura Ky ty AG AH AS D
(°C) (min™) (h) (kd.mol™  (kd.mol™) (kJ.mol* K"  (min)
35 0,0003 38,5 108,2 323,9 0,700 7666,7
37 0,0003 38,5 106,8 7666,7
40 0,0006 19,3 104,7 3833,3
45 0,0252 0,5 101,2 91,3
50 0,0883 0,1 97,7 26,1
55 0,3129 0,04 94,2 7.4

Os valores de AG estdo na ordem de magnitude esperada para esse tipo de
reacdo (94,2-108,2). Altos valores de entalpia também sé&o caracteristicas da reacao
de desnaturacdo protéica (Ortega et al., 2004). Os valores de AH e AS fornecem o
namero de ligagbes ndo covalentes quebradas e a variagdo da desordem do sistema.
O valor z calculado foi de 6,62°C.
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