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1. INTRODUCAO

Enzimas sdo proteinas produzidas por todos 0s organismos Vivos.
Consideradas catalisadores biolégicos altamente especificos, por atuarem em
condi¢cbes parcialmente moderadas, tornam-se ideal para utilizacdo na tecnologia
de alimentos em gque a indUstria necessita modificar matérias-primas alimenticias
sem destruir seus nutrientes essenciais (FOOD INGREDIENTES BRASIL, 2011).
A aplicacdo industrial de enzimas é estabelecida pela especificidade, atividade,
estabilidade de armazenamento, disponibilidade e custos que apresentam, sendo
sua atividade determinada pela concentracdo de enzima e substrato presentes,
bem como, presenca, concentracdo e tipos de cofatores e inibidores, pH,
temperatura e tempo de reacdo (COURI; DAMASO, 2017).

Nesse contexto, a B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) ou lactase, € uma
importante enzima utilizada industrialmente em aplicacdes tecnoldgicas onde, a
de Aspergillus niger encontra particular interesse devido a sua estabilidade em
baixos valores de pH e temperaturas elevadas (OLIVEIRA, 2005). Além disso, a
importancia desta enzima € reforcada pela sua atividade de galactosiltransferase,
responsavel pela sintese de galacto-oligossacarideos (GOS), estes que podem
ser adicionados aos alimentos tornando-os funcionais, trazendo assim, diversos
efeitos benéficos aos consumidores (CRUZ et al.,, 1999). Tendo em vista a
importancia na utilizagdo da enzima B-galactosidase na industria de alimentos, o
trabalho teve por objetivo determinar a atividade enzimatica, bem como, avaliar o
potencial de producdo para a sintese de GOS da enzima obtida pelo fungo
filamentoso, Aspergillus niger, através de reagdo enzimatica em diferentes
condi¢cbes de temperatura e pH.

2. METODOLOGIA

Os ensaios reacionais com a enzima [B-galactosidase de origem fungica,
obtida de Aspergillus niger, foram realizados no Laboratério de Microbiologia e
Toxicologia de Alimentos da Universidade Federal do Pampa — Campus Bagé.

Para a determinacdo da atividade enziméatica da [B-galactosidase, o
substrato empregado foi o 2-nitrofenil [-D-galactopiranosideo (ONPG), cujo
preparo foi realizado através da adicdo da solugcdo tampao fosfato de potéssio
monobasico anidro 50 mM com cloreto de manganés tetrahidratado 0,1 mM. Os
reagentes foram entdo pesados, dissolvidos em &agua e os valores de pH
desejados foram ajustados com solucdo de hidroxido de potassio 2 N. Analises
preliminares foram feitas de modo a determinar a diluicdo de enzima ideal para a
obtencéo de valores de absorvancia na faixa entre 0,2 e 0,8.
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De acordo com o meétodo utilizado por Inchaurrondo et al. (1994), para a
realizacdo da andlise da atividade enzimatica em pH distintos, a temperatura do
banho foi fixada em 40°C. No entanto, partindo do principio que os melhores
valores de atividade para enzimas de origem fungica sédo obtidos em faixas de pH
mais proximas do acido, foram utilizados dez valores diferentes, sendo estes de
3,0; 3,5;4,0; 4,5, 5,0; 5,5; 6,0; 6,5; 7,0 e 7,5. Primeiramente, foi feita a adi¢cao de 2
mL de ONPG em cinco tubos de ensaio para cada valor de pH estudado, os quais
foram colocados no banho agitado a 40°C. A seguir, foi adicionado aos tubos 0,05
mL da enzima diluida, acionando o cronémetro para o tempo de reagcédo de 5 min.
Depois de esgotado o tempo, adicionou-se 0,5 mL da solucéo de carbonato de
sbédio 1 M, de modo que a reacado fosse cessada. Paralelamente realizou-se um
branco, onde a enzima foi substituida por agua. Os tubos foram enté&o retirados do
banho e encaminhados ao espectrofotdmetro, cuja leitura de absorvancia a 420
nm foi determinada. Em seguida calculou-se o valor da atividade enzimética em
gue uma unidade de atividade enzimatica (U) e definida como sendo a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 pmol de o-nitrofenol produzido por minuto,
| sob as condi¢bes do ensaio.

ApGs obtido o valor de pH étimo para que houvesse maxima atividade da
enzima, foram realizados nove ensaios a diferentes temperaturas, sendo estas de
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 70°C, a fim de determinar a faixa de temperatura
Otima da enzima, de acordo com a metodologia descrita anteriormente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Através da média dos valores da atividade enzimatica da B-galactosidase
obtidos nos ensaios realizados a temperatura constante de 40°C com diferentes
faixas de pH de 3 a 7,5, foi possivel obter o gréfico da atividade enzimatica vs. pH
(Figura 1).

Figura 1. Curva da atividade enzimética da lactase a 40°C em valores de
pH entre 3 e 7,5.
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Fonte: Autores (2016).

Segundo Barbosa e Araugjo (2007), em geral, as preparacdes comerciais de
lactases provenientes de fungos, especialmente A. niger e A. oryzae, Sao
importantes quando as condi¢des operacionais estdo em pH entre 2,5 e 4,5, com
temperatura 6tima entre 30 e 40°C e em processos alimenticios. Lima, Lima e
Gerald (1982), ao estudarem a mesma enzima de A. niger, também observaram
gue na faixa de pH entre 2,6 e 5,4, a atividade da mesma foi bastante elevada,
evidenciando uma faixa de maior estabilidade, sendo seu pH 6timo atingido em
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4,4. No presente trabalho, verificou-se que, a medida que o pH foi alterado para
valores préximos da neutralidade (pH 7), a atividade da enzima comecou a
diminuir, sendo a maior reducdo observada em pH basico. Em contrapartida, o pH
6timo verificado pela maxima atividade enzimatica (36,5 U.mL™), foi atingido em
4,5, o que corrobora com o encontrado em ambos os estudos.

A partir da obtencao do valor de pH 6timo para maxima atuacdo da lactase
(pH 4,5), foi possivel avaliar a atividade enzimatica em diferentes temperaturas,
visando obter a temperatura 6tima da enzima (Figura 2).

Figura 2. Gréfico da atividade enzimética da lactase em pH 4,5 em
diferentes temperaturas.
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Fonte: Autores (2016).

De acordo com Carminatti (2001), as reacfes enzimaticas sdo fortemente
dependentes de uma temperatura étima que influencia diretamente a atividade da
enzima, aumentando a velocidade da reacao e, por consequéncia, a conversao
de substrato em produtos. Temperaturas abaixo desta faixa inibem sua atividade
e, em temperaturas muito superiores, ocorre a inativacdo da enzima, devido a
desnaturacdo da mesma.

No presente estudo, a temperatura 6tima encontrada em pH 4,5 foi obtida a
60°C, no entanto, as temperaturas de 55 e 65°C apresentaram valores préximos
ao ideal, o que esta de acordo com o relatado por Lima, Lima e Gerald (1982), os
quais verificaram que a atividade enzimatica da lactase de Spicaria sp e
Aspergillus niger foi relativamente baixa para ambos 0s micro-organismos, devido
ao fato de que a temperatura nao foi suficiente para efetuar a rea¢éo enzimatica
de hidrélise do substrato ONPG. Contudo, observando a atividade da enzima na
faixa entre 35 e 65°C, constataram um aumento até o valor maximo estudado, ou
seja, a temperatura Otima foi atingida a 65°C para ambas; em valores de
temperatura acima de 65°C, a atividade enzimatica diminuiu consideravelmente,
indicando uma rapida desnaturacao pelo calor.

4. CONCLUSOES

Ao estudar o pH e temperatura 6timos para a enzima B-galactosidase de A.
niger foi possivel observar a influéncia ocasionada nos valores da atividade
enzimatica frente a pequenas alteracdes. O pH 6timo utilizado para a obtencéo da
melhor temperatura foi de 4,5 com atividade maxima de 36,5 U.mL™, sendo a
temperatura 6tima de 60°C e atividade de 67,7 U.mL™. Em temperaturas de 30 e
70°C, os valores encontrados foram menores ou iguais a 20,0 U.mL™,
demonstrados pelo inicio da curva e seu decréscimo final, possivelmente
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ocasionados pela baixa temperatura inicial utilizada, insuficiente para alcancar o
o0timo da reagcdo, bem como, pela inativacdo da enzima por desnaturacao
proteica, respectivamente.

Dessa forma, foi constatado que variagcdes nas condi¢bes operacionais de
temperatura e pH, bem como, a diferenca entre as enzimas provenientes de
micro-organismos de mesmo género e/ou espécie, apresentam influéncia
consideravel no valor obtido para a atividade enzimatica maxima.
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