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Introdução/Objetivos 

A remoção da lactose presente no leite e seus derivados, pela ação da β-galactosidase, constitui uma importante operação unitária da indústria de alimentos, sendo que o interesse em produtos lácteos com os menores teores possíveis de lactose está associado a um aspecto vinculado à saúde humana: o significativo percentual de indivíduos intolerantes à lactose (Martins e Burkert, 2009). Um dos fatores limitantes para o uso desta tecnologia reside no alto custo da enzima. Uma das alternativas é o uso de enzimas imobilizadas, pelo fato de serem recuperadas e reutilizadas após uma batelada (Campello et al., 2010). 
O objetivo desse trabalho foi caracterizar a enzima comercial Lactozym® 3000L (Novozymes, Dinamarca), comparando a enzima livre com a imobilizada em Eupergit® C.
Metodologia

Para avaliar o efeito do pH, solução de lactose 5% m/v foi preparada em diferentes tampões na faixa de 4,6 a 8,6 a 37°C. A influência da temperatura foi determinada conduzindo-se a reação na faixa de 25 a 60°C em tampão fosfato de potássio pH 6,6. A estabilidade térmica foi estudada em termos de tempo de meia-vida (t1/2) neste mesmo pH. Para a determinação dos parâmetros cinéticos, as concentrações de lactose variaram de 1 a 7% m/v. Os parâmetros termodinâmicos foram calculados de acordo com Ustok et al. (2010).
Em todos os experimentos, a glicose liberada foi quantificada com um kit enzimático-colorimétrico (Labtest, Brasil), sendo a atividade enzimática definida como a quantidade de enzima necessária para produzir 1 µmol de glicose por min nas condições do ensaio (Szczodrak, 2000).

Resultados e Discussão

Quanto aos perfis de pH e temperatura, foram obtidos, para ambas, valores máximos de atividade em pH 6,6 e 45°C (Figuras 1 e 2). Houve um ganho de estabilidade térmica com a imobilização, tendo-se observado um aumento de cerca de 4 vezes no t1/2 da enzima imobilizada a 45oC em relação à livre (Tabela 1). Os valores de Km obtidos para as enzimas livre e imobilizada, de 30,33 mM e 104,00 mM respectivamente, representam uma diminuição da afinidade da enzima pelo substrato com a imobilização, possivelmente por fatores estéricos e conformacionais. Alguns parâmetros termodinâmicos foram calculados (Tabela 2), evidenciando novamente a maior estabilidade térmica da enzima imobilizada e indicando que a perda de estabilidade parece não estar associada a alterações relevantes na estrutura terciária.
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Figura 1: Perfil de pH para Lactozym® 3000L livre e imobilizada.
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Figura 2: Perfil de temperatura para Lactozym® 3000L livre e imobilizada.

Tabela 1: t1/2 para enzima livre e imobilizada e fatores de estabilização (F).

	T (°C)
	t1/2Liv (h)
	t1/2Imob (h)
	F

	30
	79,80
	82,04 
	1,03

	35
	25,30
	70,18
	2,77

	40
	9,03
	26,38
	2,91

	45
	0,43
	1,78
	4,14


Tabela 2: Parâmetros termodinâmicos para as enzimas livre e imobilizada.

	T
	Enzima Livre
	Enzima Imobilizada

	(°C)  


	ΔH (KJ.mol-1)
	ΔG (KJ.mol-1)
	ΔS 

(KJ.mol-1.K-1)
	ΔH (KJ.mol-1)
	ΔG

(KJ.mol-1)
	ΔS 

(KJ.mol-1.K-1)

	30
	263,60
	106,85
	0,52
	196,25
	106,94
	0,29

	35
	263,56
	105,75
	0,51
	196,21
	108,36
	0,29

	40
	263,52
	104,82
	0,51
	196,17
	107,60
	0,28

	45
	263,47
	98,51
	0,52
	196,12
	102,23
	0,30


Conclusão

A imobilização de -galactosidase de Kluyveromyces lactis (Lactozym® 3000L) em Eupergit® C implicou em melhorias nas propriedades bioquímicas e térmicas, que podem representar vantagens na utilização em escala comercial.
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