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RESUMO

O soro de queijo, considerado um subproduto dos laticinios, vem sendo utilizado para diversas
finalidades por meio de processos biotecnoldgicos, por exemplo, na produgdo de whey protein
e atualmente tem sido empregado como meio de cultivo a fim de se obter produtos com alto
valor agregado, como a enzima p—galactosidase. A p—galactosidase é a enzima responsavel
pela quebra da lactose, agucar do leite que causa desconforto a individuos intolerantes. O
objetivo do trabalho foi a obten¢do de uma microcapsula contendo a enzima p—galactosidase
e as proteinas do soro de queijo com potencial de hidrolise da lactose. Para o experimento,
utilizou-se o delineamento estatistico Box Behnken, com as variaveis independentes enzima
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% (v/v), proteina do soro de queijo % (p/v) e nimero de microcapsulas, totalizando 9
formulacbes e 12 corridas. Para a producdo das microcapsulas foi utilizada a mistura base
contendo 2% (p/v) de alginato de sodio dissolvido em agua destilada. Os demais componentes,
enzima % (v/v) e proteina do soro de queijo % (p/v) tiveram suas quantidades variadas entre
as formulagdes de acordo com o delineamento estatistico. As formulagdes foram gotejadas em
uma solucédo de 0,4% (p/v) de cloreto de célcio, diluido em agua destilada e agitada em
agitador magnético, maturaram nesta solucdo por 5 minutos. Apds a etapa de maturacdo as
microcapsulas foram lavadas, contadas e distribuidas em 12 Erlenmeyers contendo uma
solucao de 5% (p/v) de lactose P.A, diluida em tampdo fosfato de potéssio pH 6,8, seguindo o
delineamento. Os frascos foram incubados a 37°C, a 120 rpm por 4 horas, apds este periodo
as amostras foram inativadas e foi realizada a dosagem de lactose pelo método de dosagem de
metilamina. Observou-se que a corrida 7 obteve o melhor resultado atingindo 92,8% de
hidrélise da lactose com a formulagéo de 0,5% de enzima, 5% de proteina e 20 microcépsulas.

Palavras-chave: Beta-galactosidade. Proteina. Microencapsulacdo. Alginato de Sédio.

ABSTRACT

Cheese whey, considered a by—product of dairy products, has been used for various purposes
through biotechnological processes, for example in the production of whey protein, and is
currently used as a cultivation medium to produce products with high added value, such as
the enzyme B—galactosidase. p—galactosidase is the enzyme responsible for breaking down
lactose, which causes discomfort to intolerant individuals. The objective of this work was to
obtain a microcapsule containing p—galactosidase enzyme and cheese whey proteins with
lactose hydrolysis potential. For the experiment, the Box Behnken statistical design was
used, with the independent variables enzyme% (v/v), cheese whey protein % (w/v) and
number of microcapsules, totaling 9 formulations and 12 runs. For the production of
microcapsules, the base mixture containing 2% (w/v) sodium alginate dissolved in distilled
water was used. The other components, enzyme% (v/v) and cheese whey protein % (w/v)
had their amounts varied among formulations according to the statistical design. The
formulations were dripped into a 0.4% (w/v) solution of calcium chloride, diluted in distilled
water and stirred on a magnetic stirrer, matured in this solution for 5 minutes. After the
maturation step, the microcapsules were washed, counted and distributed in 12 Erlenmeyers
containing a 5% (w/v) lactose P.A solution diluted in pH 6.8 potassium phosphate buffer
following the design. The flasks were incubated at 37 °C, at 120 rpm for 4 hours, after which
time the samples were inactivated and lactose was measured by the methylamine dosing
method. Race 7 had the best result reaching 92.8% lactose hydrolysis with the formulation
of 0.5% enzyme, 5% protein and 20 microcapsules.

Keywords: Beta-galactosidase. Protein. Microencapsulation. Sodium Alginate.

1 INTRODUCAO
O leite se trata de um composto fluido sintetizado pelas glandulas mamarias,

considerado um alimento de grande importancia na nutrigdo humana, por ser um produto
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alimenticio rico em minerais e matérias organicas (GONZALEZ, 2001). No leite encontram-
se também aproximadamente 5% (p/v) de lactose. Esse dissacarideo é composto por uma
molécula de glicose e uma molécula de galactose unidas por uma ligacdo beta 1-4 e é
responsavel pelo sabor adocicado do leite (WALSTRA et al., 2006). Grande parcela da
populacdo mundial sofre com a intolerancia a lactose, que esté relacionada a dificuldade de
hidrolisar este acUcar para sua posterior absorcdo. Esta dificuldade de hidrélise da lactose é
devido a falta ou a pouca produg¢do da enzima p—galactosidase (MATTAR, 2010).

A enzima B-galactosidase é uma hidrolase com potencial industrial utilizada na
hidrélise da lactose do leite e do soro de queijo, gerando alimentos com baixos niveis de
lactose, cujo resultado é uma melhor solubilidade e digestibilidade de leite e produtos lacteos,
tornando-os, ideal para os consumidores intolerantes a este acucar (HUSAIN, 2010). A B—
galactosidade hidrolisa a lactose em dois monossacarideos, a glicose e a galactose (JUERS,
2012). Esta enzima é sintetizada por microrganismos que possuem a capacidade de
metabolizar a lactose, presente no meio de cultivo, devido a presenca do gene Operon LacZ.
Industrialmente a p—galactosidade é utilizada como matéria prima na producéo de suplementos
para a industria alimenticia, farmacéutica e na area de cosméticos. Para sua sintese,
microrganismos que metabolizam a lactose podem utilizar diferentes meios de cultura como
por exemplo, o soro de queijo (DOMINGUES et al., 2010).

O soro de queijo é o liquido residual, contendo lactose, extraido a partir da coagulacédo
do leite destinado a fabricacdo de queijos ou de caseina e pode ser obtido através de trés
processos principais: coagulacdo enzimatica, resultando na precipitacdo de caseinas, matéria-
prima para a producdo de queijos; precipitacdo acida ao atingir o pH isoelétrico da caseina; e
por separacdo fisica das micelas de caseina por filtracdo em fluxo tangencial, obtendo-se
independentemente do processo um concentrado de micelas e as proteinas do soro de queijo,
na forma de concentrado ou isolado proteico (BRASIL, 2005; SGARBIERI, 2005;
HARAGUCHI et al., 2006; KRISSANSEN, 2007).

O soro de queijo, contém cerca de 55% dos nutrientes do leite entre elas as proteinas
solaveis do soro de queijo conhecidas como “whey protein”. As principais familias de
proteinas do soro de queijo sdo as B—lactoglobulinas e as o—lactoalbuminas (ESCOBAR et al.,
2014). Trabalhos recentes tém demonstrado que as proteinas do soro de queijo apresentam
algumas vantagens sobre as caseinas do leite. Uma das explica¢fes para tais vantagens pode
estar relacionada a prépria estrutura da caseina, pois, diferentemente das proteinas do soro, as

caseinas do leite sofrem alteracdo conformacional, ou seja, se desnaturam na presenca dos
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acidos estomacais e acabam perdendo parte de suas propriedades funcionais e, para ter funcao
fisioldgica, os peptideos tém que ser absorvidos pelo intestino na sua forma ativa (PACHECO
et al., 2005; RENHE, 2008). Dessa forma as proteinas do soro de queijo possuem atividade de
gastro—resisténcia ao ambiente estomacal (GEBARA et al., 2013). Representando cerca 85%
do volume de leite utilizado na producdo do queijo e devido ao grande volume gerado, este
subproduto, acaba sendo descartado com frequéncia pelas industrias de laticinios por falta de
aproveitamento (ALMEIDA, 2001). Atualmente pesquisas em diversas areas utilizam este
subproduto para fins biotecnolégicos a fim de obter produtos e/ou processos de interesse
industrial. Evitando assim, que o soro de queijo se torne um agente de polui¢do ambiental além
de evitar impactos financeiramente negativos as industrias (ALMEIDA, 2001; SANTOS,
2017). A demanda por soro de queijo tem aumentado para a obtencdo de suas proteinas, p—
lactoglobulina e a alfa-lactalbumina devido a seus altos valores funcionais e nutricionais. As
proteinas de soro de queijo também tém varias aplica¢bes na industria farmacéutica (YADAV
et al., 2015). A p-lactoglobulina apresenta médio peso molecular (18,4 a 36,8 kDa), o que lhe
confere resisténcia a acdo de &cidos e enzimas proteoliticas presentes no estdbmago, sendo,
portanto, absorvida no intestino delgado. A o—lactoalbumina com peso molecular de 14,2 kDa
apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias patogénicas (SGARBIERI, 2005;
HARAGUCHI et al., 2006; KRISSANSEN, 2007; HERNANDEZ et al., 2008; RENHE, 2008;
HARAGUCHI et al., 2006; SANTOS et al., 2011).

Os usos de enzimas em processos industriais na area de alimentos apresentam custo
elevado, assim como forma de reduzir esse valor e possibilitar o emprego da tecnologia
enzimatica em diferentes segmentos industriais, estudos buscam desenvolver e aprimorar
métodos de imobilizacdo enzimética (BON, 2008). A imobilizacdo pode ser feita utilizando
diferentes suportes, organicos e inorganicos, e por metodologias diferentes como
microencapsulacao, adsorc¢do fisica, ligacdo covalente entre outras (GONCALVES, 2007). O
alginato é um polimero aniénico de ocorréncia natural isolado de algas marrons que tem a
capacidade de formar hidrogéis fortes (LEE & MOONEY, 2012). As microcapsulas de
alginato carregadas com proteina podem ser fabricadas extrudindo uma solucdo de alginato de
sodio contendo a proteina bioativa em uma solucdo de reticulacdo divalente, como por
exemplo uma solugéo de cloreto de calcio (GOMBOTZ & WEE, 2012).

Entre os processos de microencapsulacdo, estd a producdo de microcapsulas de
alginato, por gelificagdo idnica, sendo que o alginato é considerado praticamente atoxico. Na
industria de alimentos, a aplicacéo principal dessa tecnologia envolve a protecdo de compostos
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ou células biologicamente ativos, de ambientes biologicos e fisiologicos deletérios para uma
entrega eficiente nos locais de destino. (DOHERTY et al., 2011; PAQUES et al., 2014). O
objetivo deste trabalho foi desenvolver microcapsulas de alginato contendo a enzima B-

galactosidase e proteina do soro de queijo com potencial para a hidrolise da lactose.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBTENCAO DAS PROTEINAS DO SORO DE QUEIO

O soro de queijo in natura foi cedido pelo Laticinios Volpato® Ltda, localizada na
cidade de Arapongas, Parand, Brasil. O soro de queijo in natura foi filtrado em uma unidade
de filtracdo (TIA Brasil, Araraquara—SP), em fluxo tangencial em escala piloto. Inicialmente
o0 soro de queijo foi filtrado utilizando uma membrana de microfiltracdo com porosidade de
1,2 um, para a retirada das sujidades e de microrganismos residuais. EM seguida o permeado
do soro de queijo passou por uma nova filtracdo, utilizando uma membrana de ultrafiltracéo
com porosidade de 0,020 um acoplada. Apds o processo de ultrafiltracdo, foi obtido o
permeado e o concentrado (proteinas do soro de queijo). O concentrado foi congelado e
posteriormente levado ao liofilizador (LIOBRAS®, L101, Sdo Carlos—SP) para a obtencéo das

proteinas do soro de queijo.

2.2 ENZIMA
A enzima p—galactosidase da marca MAXILACT LX5000 (Sedin Cedex, Franca),
produzida a partir do microrganismo Kluyveromyces lactis, foi utilizada na formulacdo das

microcapsulas sem nenhuma alteracao da sua composicao original.

2.3 MICROENCAPSULACAO

Para a microencapsulacdo foram utilizados alginato de sodio P.A. (DINAMICA,
Indaiatuba—SP), em um valor fixo de 2% (p/v), enzima B—galactosidase e a proteina do soro,
sendo que as duas Ultimas fragdes da composi¢do das microcapsulas variaram de acordo com
0 delineamento estatistico.

Os trés componentes da microcapsula (alginato, enzima e proteina do soro)
confeccionadas conforme o delineamento estatistico, foram dissolvidas em &gua destilada, até
a formacédo de um gel homogéneo. Este gel foi gotejado, com o auxilio de uma pipeta pasteur,
em uma solucéo de 0,4% (p/v) de cloreto de calcio (ANIDROL, Diadema—SP), sob agitagédo
constante (IKA®, RH basic 2, Alemanha). As microcépsulas permaneceram na solucdo de
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cloreto de célcio por um periodo de 5 minutos. Em seguida as microcdpsulas foram lavadas
com agua destilada e secas para a andlise da atividade enzimatica através da hidrolise da

lactose.

2.4 DELINEAMENTO ESTATISTICO

Para a obtencdo das formulacdes foi utilizado o delineamento experimental
fracionado de Box—Behnken (1960), pela Metodologia de Superficie de Resposta (MSR). O
planejamento e as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa disponivel
“Statistica 10.0”. As trés varidveis independentes em trés niveis equidistantes estudadas foram:
enzima beta-galactosidase (%, p/v)—X1, proteina do soro de queijo (%, p/v)—X2, e nimero de
microcapsulas—X3, sendo a codificacdo (-1), (0) e (+1), representam os trés niveis de cada

varidvel, Tabela 1. A variavel dependente foi a hidrélise da lactose (%).

Tabela 1 - Variaveis independentes do delineamento estatistico.

Variaveis Independentes Niveis de Variacao

-1 0 +1
Enzima (%, p/v)-X1 4 5 6
Proteina (%, p/v)-X2 0,2 0,6 1,0
Numero de Microcapsulas—X3 25 30 35

2.5 HIDROLISE DA LACTOSE

A hidrolise da lactose foi realizada em frascos Erlenmeyers de 125 mL de capacidade
com 50 mL de solucdo de lactose P.A. 5%, p/v (SYNTH, Diadema-SP), diluida em tampéo
fosfato de potassio 0,1 M, pH 6,8. As vidrarias foram identificadas com nimeros de 1 a 12 e
cada frasco recebeu a formulagdo das microcapsulas correspondente ao nimero da corrida do
delineamento estatistico.

Os frascos foram tampados com plastico filme PVC e levados em agitador orbital
(TECNAL®, TE-420, Piracicaba—SP) a uma temperatura de 37°C, 120 rpm por 4 horas. Ao
fim das 4 horas de hidrolise os frascos foram levados ao banho de 4gua fervente por 5 minutos,
com a finalidade de interromper a reacdo de hidrolise da lactose. As amostras foram

acondicionadas em tubos falcon de 50 mL e resfriadas para posterior dosagem de lactose.
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2.6 DOSAGEM DA LACTOSE

A determinacdo de lactose foi realizada utilizando-se a técnica descrita por Nickerson,
Vujicic e Lin (1975), baseado na reacdo da lactose com a metilamina em solucdo alcalina.

A concentracdo de lactose (mg) foi obtida através da equacdo da reta de uma curva
padréo de lactose P.A.. De acordo com a equacéo da reta a concentracdo de lactose inicial foi
de 5,74%. O calculo da lactose final (%), ou seja, apds o tempo de hidrolise foi determinado

com o resultado da concentracéo de lactose (mg) obtida nas amostras, conforme a equacéo 1:

Lactose final (%) = AbSamostra + 0,211 / 0,3115 / 1000 x 100 / 0,222 x diluigdo (se houver).
Equacéo 1.

Onde:

Lactose residual (%), corresponde a lactose ao final da hidrolise.
AbSamostra, COrresponde de lactose na amostra.

0,211, equivale ao intercepto da equacdo da reta da curva padrao.
0,3115, equivale ao &ngulo da equacéo da reta da curva padréo.
1000, para passar de mg para g de lactose.

100, para converter em g/100 mL.

0,222, equivale ao fator da lactose da curva padréo.

Para o célculo da hidrolise da lactose (%) utilizou-se a equacéo 2:
Hidrdlise da lactose (%) = PLI - PLF /PLI x 100
Equacéo 2.

Onde:
Hidrdlise da lactose (%), corresponde a hidrélise da lactose.
PLI, porcentagem da lactose inicial.

PLF, porcentagem da lactose final.

2.7 ELETROFORESE SDS-PAGE

O efeito da filtracdo em fluxo tangencial na separacao das proteinas do soro de queijo
foi determinado por SDS-PAGE em 12,5% de gel de separacdo e 5% de gel espacador,
conforme descrito por Grewal et al. (2017), com modificacdes. Para desnaturacdo das
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amostras, 100 pL da amostra foi tratado com 250 pL de solucdo tampdo (60 mg de Tris, 800
ML de glicerol, 100 mg de dodecil sulfato de sédio (“Sodium Dodecyl Sulfate”-SDS), 400 uL
de B—mercaptoetanol, 4 mg de azul de bromofenol e q.s.p. de H2O ultrapura para 8 mL) e
aquecidas em banho—-maria a 90 °C por 5 min. Apds a desnaturagdo proteica, uma aliquota de
10 pL de cada uma das amostras diluidas foi colocada no poco de carregamento dos géis SDS—
PAGE. A unidade de eletroforese vertical (Bio—Rad Laboratories) foi utilizada em conjunto
com a fonte de alimentacdo. O gel foi corado com a solucéo 0,23% de Coomassie Blue R—250
durante 90 min e descolorido na solucdo de metanol/acido acético (5% de metanol, acido
acético a 7%).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 DELINEAMENTO ESTATISTICO

A metodologia de superficie e resposta foi utilizada para avaliar a relacdo entre os
dados experimentais e preditos assim como avaliar o efeito das varidveis significativas
(enzima (%, v/v), proteina do soro de queijo (%, p/v) e nimero de microcdpsulas) na
porcentagem de hidrolise da lactose. As condicfes experimentais testadas no delineamento de
Box-Behnken com 9 corridas mais 3 pontos centrais estdo apresentados na Tabela 2. A
porcentagem de hidrolise da lactose alcancada pelas microcapsulas no delineamento
experimental variou de 78,16 a 92,09 %. A maior porcentagem de hidrélise da lactose
(experimental) de 92,09 % foi obtida na condi¢do com 4% de enzima, 1% de proteina do soro
de queijo e 30 microcapsulas. Das et al. (2015) verificaram que para obter aproximadamente
19% de hidrolise da lactose as melhores condices das microcapsulas foram 3% de alginato
de sddio, 5,9% de cloreto de célcio e 5,2 mg/mL de enzima beta-galactosidase.

Os niveis experimentais de hidrolise da lactose de cada conjunto de condigdes foram
determinados e comparados com valores preditos pelo delineamento (Tabela 2).

Podemos analisar a partir dos resultados contidos na Tabela 2 os valores dos pontos centrais
do delineamento, correspondentes as corridas 10, 11 e 12 com percentuais de 91,64; 91,23 e
91,51%, respectivamente.

De acordo com os resultados obtidos o coeficiente de determinagéo (R?) foi de 0,86027,
isto significa que 86,02 % da variacdo da resposta é explicada pelo modelo matematico
escolhido, o que é aceitavel uma vez que apenas 13,98 % dos resultados foram obtidos ao
acaso, ou seja, ao erro experimental. O valor do R? ajustado (0,69414) indica uma relagio
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aceitavel entre os valores experimentais e preditos sobre a resposta, porcentagem de hidrélise
da lactose. A falta de ajuste apresentou—se significativa (p=0,00020) sendo principalmente
devido ao baixo valor do erro puro. Dessa forma o modelo matematico ainda necessita ser
ajustado para que possa ser validado para fins preditivos dentro da regido experimental testada.
De qualquer forma, a semelhanca entre os resultados obtidos e os valores preditos pelo

delineamento observados na Tabela 2 indicam que o delineamento experimental foi adequado.

Tabela 2. Matriz do delineamento central composto para atividade da f—galactosidase.

Varidveis Codificadas e Decodificadas Resposta

X1 X2 X3
Corridas Enzima (%) Proteina (%) NUmero de Hidrdlise da lactose (%)

(VvIv) (p/v) microcapsulas

Experimental Predito

1 -1(4) -1(0,2) -1 (25) 89,57 88,14
2 -1(4) 0 (0,6) +1 (35) 78,16 81,16
3 -1(4) +1(1) 0 (30) 92,09 90,52
4 0(5) -1(0,2) +1 (35) 90,12 88,56
5 0 (5) 0 (0,6) 0 (30) 91,18 91,03
6 0(5) +1 (1) -1 (25) 91,59 94,58
7 +1 (6) -1(0,2) 0 (30) 81,43 84,43
8 +1 (6) 0 (0,6) -1 (25) 82,67 81,01
9 +1 (6) +1 (1) +1 (35) 82,44 81,00
10 0(5) 0(0,6) 0 (30) 91,64 91,03
11 0(5) 0(0,6) 0 (30) 91,23 91,03
12 0 (5) 0 (0,6) 0 (30) 91,51 91,03

Na Tabela 3, verificou-se a analise de variancia (ANOVA) dos parametros de
regressao para o modelo matematico proposto pelo delineamento de Box—Behnken. Com base
nos resultados observou-se que, todos os efeitos lineares (L) e quadraticos (Q) da enzima,
proteina do soro de queijo e nimero de microcapsulas foram significativos, com valor de
p<0,05. A porcentagem de enzima e o nimero de microcapsulas apresentaram um efeito linear
negativo, isso significa que ao passar do nivel +1 (maior concentracao) para o nivel -1 (menor
concentracdo) dentro da faixa testada, houve um aumento na hidrdlise da lactose. J& a
porcentagem de proteina do soro de queijo apresentou um efeito significativo positivo, ou seja,
de acordo com o modelo proposto e dentro dos niveis testados quanto mais proteina do soro

de queijo (%), maior sera a hidrolise da lactose.
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Tabela 3. Analise de variancia (ANOVA) dos parametros de regressdo para o desenho Box—Behnken utilizados

para determinar o efeito da enzima, proteina e nimero de microcapsulas na hidrolise da lactose.

SS df MS F p
Enzima (%) (L+Q) 151,8281 2 75,91405 1596,576  0,000029
Proteina (%) (L+Q) 33,7974 2 16,89872 355,403 0,000272
Namero de microcapsulas (L+Q) 49,6966 2 24,84829 522,593 0,000153
Falta de ajuste 39 0007 5 19 50035 410,119 0,000220
Erro Puro 014260 3 0,04755
Total SS 281,5510 11

Seq. SS: soma sequencial dos quadrados; df: graus de liberdade; MS: quadrado médio ajustado; F: F calculado;

p: valor de p a 0,05%.

A partir dos coeficientes de regressdo para as respostas polinomiais ajustadas para a
hidrélise da lactose das microcapsulas de alginato com enzima e proteina do soro de queijo
determinou-se a condicdo ideal em que resultou na maxima hidrélise da lactose. Os efeitos da
enzima (%, v/v), proteina do soro de queijo (%, p/v) e niumero de microcapsulas foram
avaliados quantitativamente usando curvas de superficie de resposta. Aplicando varias
andlises de regressao aos dados experimentais, foi definido a equacédo polinomial de segundo
grau gue representam a relacdo entre as variaveis independentes testadas (Equacdo 3). Os
resultados mostram que o intercepto foi significativo positivo, ao nivel de 0,01%,
demonstrando que o ponto central foi escolhido adequadamente. Todos 0s parametros
estimados, relativo as varidveis independentes testadas mostraram-se significativas ao nivel
de 0,05%, indicando a relevancia destas na hidrdlise enzimética. Por meio da analise estatistica

dos resultados, obteve-se a equacdo do modelo codificado (Equacao 3).

Y =89,02180 — 4,42554 X; + 8,55045 X — 4,36676 X3 + 6,99857 X% — 6,88772 X2 +
2,90473 X?3

Equacéo 3.
Onde:
Y = Hidrolise da lactose (%)
X1 = Enzima beta-galactosidase (%, v/v)
X2 = Proteina do soro de queijo (%, p/v)

X3 = Numero de microcapsulas
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A partir da equacédo da equacdo do modelo matematico, foi possivel gerar as superficies
de resposta para analisar as melhores condi¢Ges para elaboracdo da microcapsula que
conduzem a uma maior porcentagem de hidrdlise da lactose. Com o objetivo de determinar as
faixas das variaveis que influenciam a hidrolise da lactose a partir da formulagdo das

microcépsulas, analisaram-se os graficos de superficie de resposta (Figura 1).
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Figura 1. Superficies de respostas para hidrélise da lactose a partir das microcapsulas em funcédo: (a) Enzima e
proteina do soro de queijo, (b) enzima e nimero de microcépsulas e (c) Proteina do soro de queijo e nimero de

microcapsulas.
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A Figura 1(a) mostra os efeitos da enzima beta-galactosidase e proteina do soro de
queijo na hidrolise da lactose a partir das microcapsulas de alginato. Observa-se que a enzima
entre 4,0 a 5,2 % (v/v) e proteina do soro de queijo entre 0,6 a 1,0 % (p/v) apresentaram maior
porcentagem de hidrolise da lactose. Baseado na caracteristica de gastro—resisténcia da
proteina do soro de queijo, optou—se em considerar 0 maior nivel da varidvel testada, ou seja,
entre 0,6 a 1,0 % de proteina do soro. Escobar et al. (2014) verificaram que a enzima p—
galactosidase imobilizada atingiu ndo mais que 40% de teor de conversdo final ap6s 6 horas
de reacdo de hidrolise da lactose, a 35°C e pH 7,0. A Figura 1(b) indica que a enzima na faixa
de 4 a 5,4 % (v/v) propiciam porcentagem de hidrélise mais elevadas. J& o numero de
microcapsulas ficou entre 25 a 32 unidades, ou seja, de acordo com o modelo matematico,
apresentou um efeito negativo sobre a hidrolise da lactose. Elnashar e Yassin (2009)
imobilizaram a enzima B-galactosidase de Aspergillus oryzae em biopolimero natural de
carragena revestido com quitosana. A enzima na forma imobilizada foi avaliada no processo
de hidrolise de uma solucéo de lactose. A enzima imobilizada apresentou grau de conversdo
da lactose de apenas 70% em sete horas de reacao de hidrolise. Pela Figura 1(c) observa—se
que niveis maiores de proteina do soro na faixa de 0,8 a 1,0% (p/v) e niveis menores do nimero
de microcépsulas na faixe de 25 a 30 levam a porcentagens de hidrolise da lactose mais
elevadas. Assim, a condi¢do estabelecida com maior hidrélise da lactose de aproximadamente
92,09%, foi 4% (v/v) de enzima B—galactosidase, 1% (p/v) de proteina do soro de queijo e 30
microcépsulas de alginato. Haider & Husain (2009) verificaram que a p—galactosidase soltvel
microencapsulada em alginato de calcio hidrolisou a lactose no méaximo em 77% em 3 h de
reacdo, enquanto que a p—galactosidase microencapsulada com Concanavalina-A apresentou
88% de conversao da lactose ap0Os 4h de reacdo. A taxa de hidrolise da lactose no soro de
queijo e no leite foi dependente da atividade da p—galactosidase, que por sua vez depende das
condi¢des de reacdo como concentracdo de enzima, pH, temperatura e tempo de reagéo
(SENER et al., 2006).

3.2 ELETROFORESE SDS-PAGE

As amostras de soro de queijo “in natura” (SQI), soro de queijo microfiltrado (SQM)
e soro de queijo ultrafiltrado (SQU) foram avaliadas quanto a eficiéncia da filtracdo em fluxo
tangencial para a separacdo das respectivas proteinas do soro de queijo. A presenca das
proteinas nas amostras do soro de queijo foi analisada pela técnica de eletroforese em SDS—
PAGE, conforme mostra a Figura 2. De acordo com os resultados pode-se confirmar que
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dentro do processo de obtencdo das proteinas do soro de queijo (Item 2) tano no SQI quanto
SQM, o (s) permeado (s) apresentaram a (s) banda (s) que correspondem as proteinas do soro
de queijo. Jano permeado do SQU néo apresentaram as bandas que correspondem as proteinas
do soro de queijo uma vez que as mesmas ficaram retiradas no concentrado proteico na qual
foi utilizado nos experimentos para confec¢do das microcapsulas de alginato com enzima p—

galactosidase e proteina do soro de queijo (B—lactoglobulina e o—lactoalbumina).

sQm||sQu

o

Figura 2. Perfil eletroforético da obtencdo das proteinas do soro de queijo durante o processo de filtracdo em

fluxo tangencial.

4 CONCLUSAO

Neste estudo, a enzima foi microencapsulada nas esferas de hidrogel a base de alginato
de sddio, contendo proteinas do soro de queijo pelo método de gelificacdo por
encapsulamento. Os resultados obtidos neste trabalho indicam que o microencapsulamento da
enzima —galactosidase com proteinas do soro de queijo € eficaz na hidrolise da lactose. Neste
estudo, as condicBGes reacionais adequadas para uma maior hidrolise da lactose de
aproximadamente 92,09%, foi com 4% (v/v) de enzima B—galactosidase, 1% (p/v) de proteina
do soro de queijo e 30 microcapsulas de alginato. Este processo tende a ser uma sugestao para
futuros trabalhos que se encontram em andamento, sobre o aperfeicoamento do processo de

imobilizacdo enzimatica por encapsulamento com alginato de sodio e, da mesma forma, o
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estudo da passagem das microcapsulas contendo proteina do soro de queijo ao ambiente do

sistema gastrointestinal, a fim de verificar seu efeito na protecdo ao ambiente gastrico.
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