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RESUMO

A enzima [(-galactosidase hidrolisa a lactose presente no leite e derivados lacteos,
aos seus mondmeros. A auséncia dessa enzima no organismo faz com que a
lactose ingerida ndo seja hidrolisada causando uma sindrome denominada de
intolerancia a lactose. Diante desse contexto o objetivo do trabalho foi estudar e
otimizar a produgédo de (B-galactosidase de Saccharomyces fragilis 1Z 275 utilizando
fontes de carbono, nitrogénio e sais, bem como o efeito da temperatura, pH e
concentracdo do inbculo sobre a produgcdo enzimatica, além de otimizar a
permeabilizagcado celular utilizando diferentes solventes organicos objetivando a
maxima hidrolise da lactose. A fim de estudar e otimizar o meio de fermentacao na
produgcdo da enzima, um Planejamento Fatorial seguido de um Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR) foi realizado para avaliar as diferentes fontes
de carbono (sacarose, soro de leite, lactose e glicose), nitrogénio (extrato de
levedura e peptona) e sais (MgSO4 e K2HPO4). Por meio da Metodologia de
Superficie de Resposta foi possivel concluir que a maxima atividade obtida (54,20
U/mL) foi alcangada com as concentragdes de 14 g/L de sacarose, 17,7 g/L de soro
de leite, 5,14 g/L de extrato de levedura e 8,85 g/L de peptona nas condi¢cbes de
30°C, 180 rpm e 72 horas de fermentacdo. Também foi realizado um DCCR para a
otimizagao dos parametros temperatura, pH e concentragdo do indéculo no processo
de producdo enzimatica. Através da Metodologia de Superficie de Resposta em
conjunto com os valores preditos concluiu-se que nas condi¢cdes de 33°C, pH 6,3 e
concentracido do indculo de 20% a atividade prevista pelo modelo foi 60,24U/mL. A
validacdo do modelo foi realizada e uma atividade de 59,85 U/mL foi atingida sendo
este valor correspondente a 99,4% do valor predito. Do mesmo modo um DCCR foi
realizado para o estudo da otimizacdo da permeabilizagcéo das células de S. fragilis.
Os solventes utilizados foram etanol, acetona e cloroférmio e as variaveis estudadas
concentracao do solvente, temperatura e tempo, tendo a hidrolise da lactose como
resposta. As melhores condicdes de permeabilizacdo para os solventes etanol e
acetona foram: 30%, 35°C e 40 minutos de tratamento, atingindo uma hidrélise da
lactose de 73,53%. E 40% de solvente, temperatura de 39,05°C e 76,18 minutos de
reacao para alcangar uma hidrolise de 79,23% respectivamente. Para o cloroférmio
as condicdes estabelecidas foram 4% do solvente, 25°C e 20 minutos de tratamento
para uma hidrolise da lactose de 81,03%.

Palavras-chave: Intolerdncia a lactose. Lactase. Otimizagdo. Superficie de
resposta.
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ABSTRACT

The enzyme [(-galactosidase hydrolyzes the lactose, present in milk and dairy
products, to its monomers. The absence of this enzyme in organism make that
ingested lactose does not be hydrolyzed, causing syndrome denominate lactose
intolerance. The objective of this work was to study and optimize the B-galactosidase
production from Saccharomyces fragilis 1Z 275 using carbon sources, nitrogen and
salts, as well as the effect of temperature, pH and inoculum concentration on
enzymatic production, in addition to optimize the cell permeabilization using different
organic solvents, aiming at the maximum lactose hydrolysis. In order to study and
optimize the fermentation media for enzyme production, a Factorial Planning followed
by a Central Composite Rotatable Design (CCRD) was performed to evaluate the
different sources of carbon (sucrose, whey, lactose and glucose), nitrogen (Yeast
extract and peptone) and salts (MgSO4 and K2HPO4). Using the Response Surface
Methodology, it was possible to conclude that the maximum activity obtained (54.20
U/mL) was achieved with the concentrations of 14 g/L of sucrose, 17.7 g/L of whey,
5.14 g/L yeast extract and 8.85 g/L peptone under the conditions of 30°C, 180 rpm
and 72 hours of fermentation. A CCRD was also performed to optimize temperature,
pH and inoculum concentration in the enzymatic production process. Using the
Response Surface Methodology (RSM) and the predicted values, it was concluded
that under conditions of 33°C, pH 6.3 and inoculum concentration of 20%, the activity
predicted by the model was 60.24 U/mL. The model validation was performed and an
activity of 59.85 U/mL was reached, corresponding to 99.4% of the predicted value.
In the same way, a CCRD was performed to study the permeabilization of S. fragilis
cells optimization. The solvents used were ethanol, acetone or chloroform, and the
variables studied were solvent concentration (%), temperature (°C) and time (min),
with lactose hydrolysis as response. The best conditions of cells permeabilization for
the ethanol or acetone solvents were: 30% of ethanol, 35°C and 40 minutes of
treatment, reaching a lactose hydrolysis of 73.53% and 40% of acetone, temperature
of 39,05°C and 76,18 minutes of reaction to achieve a hydrolysis of 79,23%, for every
experiment using the respective solvents. For chloroform the conditions were 4%
solvent, 25°C and 20 minutes of treatment which conditions resulted in 81.03% of
lactose hydrolysis.

Key words: Lactose intolerance. Lactase. Optimization. Response surface
methodology.
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1. INTRODUCAO

A lactose € o principal carboidrato presente no leite. Sendo este um
dissacarideo formado por uma molécula de glicose e outra de galactose,
unidas por uma ligagéo beta entre o carbono 1 da galactose e o carbono 4 da
glicose (CAMPBELL, 2000). A quantidade de lactose no leite varia de acordo
com a espécie, representando 5% do leite de vaca e 7% do leite humano
(MORAES-FILHO, 2008; NAIM; STERCHI; LENTZE, 1987).

A lactose possui vérias aplicacbes na industria alimentar, estas
aplicacdes estdo relacionadas com algumas das suas propriedades, como 0s
niveis baixos de docura, sua tendéncia a cristalizacdo, sua capacidade de
acentuar sabor, seus atributos nutricionais, sua capacidade de participar da
reacdo de Maillard e na hidrélise da lactose (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2010).

A hidrélise desse dissacarideo, que € realizada pela enzima (-
galactosidase, € um processo que possibilita o desenvolvimento de produtos
para consumidores intolerantes a esse carboidrato (GEKAS; LOPEZ-LEIVA,
1985).

A intolerancia ocorre gquando o organismo € incapaz de produzir a
enzima [-galactosidase, necessaria para quebrar a lactose em seus
monossacarideos,que sera posteriormente metabolizacdo pelo organismo
(ADHIKARI et al., 2010).

Quando hé a falta de enzima no organismo, a lactose, que é fonte de
energia para os microrganismo do célon, é fermentada a acido latico, metano
(CH,) e géas hidrogénio (Hy). Os gases produzidos criam uma sensacdo de
desconforto por distenséo intestinal, causando flatuléncia (WOOTEN, 2010). O
acido lactico produzido pelos microrganismos € osmoticamente ativo e trai a
agua para o intestino, assim como a lactose nao digerida, resultando em
diarreia (BERNE, 2004). A quantidade de lactose que ira causar sintomas pode
variar para cada individuo, dependendo da dose, o grau de deficiéncia da

enzima e a forma do alimento consumido (HEYMAN, 2006).
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A enzima B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) é uma proteina usualmente
chamada de lactase, € classificada como hidrolase e catalisa a reacdo de
hidrolise da lactose (BLANCH; CLARK, 1997).

As B-galactosidases estdo distribuidas na natureza como, vegetais,
o0rgdos de animais e microrganismos. As bactérias, leveduras e fungos
filamentosos sdo exemplos de outras fontes de lactases obtidas por
microrganismos produtores de lactase (ALMEIDA; PASTORE, 2001;
SANTIAGO et al., 2004).

O uso de B-galactosidase para producéao de leite e derivados com teor
reduzido de lactose, tem aumentado a cada ano, estimulado pela grande
guantidade de individuos intolerantes a lactose que buscam esses produtos e
também pela necessidade de encontrar novas aplicacdes para o soro de leite
(MAHONEY, 1997).

As B-galactosidases apresentam diferencas em suas propriedades. As
enzimas provenientes de fungos filamentosos atuam em pH mais acidos (pH
3,0 a 5,5) e temperaturas elevadas (50 a 60°C), j& as lactases oriundas de
leveduras atuam em faixa de pH mais neutro (pH 6,0 a 7,5) e temperaturas
amenas (30 a 37°C) (HATZINIKOLAOU et al., 2005). Para producdo de [-
galactosidase € necessario avaliar o meio de fermentacdo em que esta enzima
sera produzida. Os meios nutricionais devem conter uma fonte de carbono,
como exemplo, soro de leite, lactose e sacarose entre outras. A literatura
relata, que associada a fonte de carbono, utliza-se também fontes de
nitrogénio e de sais (MARIOTTI et al.,2008).

A enzima [3-galactosidase é caracterizada como uma enzima intracelular,
desta forma a utilizacdo de células de leveduras integras € dificultada pela
baixa permeabilidade da membrana celular (ABRAHAM; BHAT, 2008). Uma
alternativa para solucionar essa questdo consiste em utilizar células de
leveduras integras com uma permeabilidade aumentada através do processo
de permeabilizacdo que é a técnica de modificacdo da membrana celular
(VENKATESHWARAN et al., 1999). Nesse processo a estrutura da membrana
é alterada sob influéncias de fatores de permeabilizagcdo como temperatura,
tempo e concentragdo de solvente, de tal modo que sé&o formados poros na
membrana, o0 que permite a passagem de substratos e a difusdo de produtos
nestas células (BERLOWSKA et al., 2006; PANESAR, 2008).
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral

. Determinar as melhores condicbes de producdo e
permeabilizacdo da enzima [p-galactosidase utilizando a levedura

Saccharomyces fragilis 1Z 275

2.2 Objetivos Especificos

o Estudar as condi¢gbes de producdo da enzima [(-galactosidase a
partir da levedura Saccharomyces fragilis 1Z 275 empregando soro de
leite suplementado com outras fontes de carbono, nitrogénio e sais;

o Otimizar o meio nutricional com a finalidade de alcancar a maxima
atividade enzimatica;

o Estudar e otimizar a producdo enzimatica da B-galactosidase em
relacdo aos parametros: temperatura, pH e concentracdo do indculo
tendo como resposta a maxima atividade enzimatica;

o Determinar as melhores condicbes de otimizacdo para a
permeabilizacdo das células da levedura Saccharomyces fragilis 1Z 275,
utilizando os solventes organicos etanol, acetona e cloroformio para

obtencdo da méaxima hidrélise da lactose.
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CAPITULO I- REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Lactose

A lactose ou B-D-galactopyranosyl-(1—4)-D-glucose € um carboidrato
encontrado naturalmente no leite, no soro de leite e em outros produtos
lacteos, esta presente no organismo de mamiferos e € formada nas glandulas
mamarias a partir da glicose do sangue (CAMPBELL, 2000; GUIMARAES;
TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010). A lactose que tem férmula molecular
C12H2,011 € constituida pelos monossacarideos glicose e galactose ligadas
covalentemente por uma ligacdo O-glicosidica (Figura 1) (GANZLE; HAASE;
JELEN, 2008; NELSON; COX, 2013; SANTOS, 2011).

A lactose é o componente majoritario do extrato seco do leite de vaca,
aproximadamente 40 a 50% e no soro de leite em torno de 70 a 80%. A
concentracdo de lactose no leite varia entre os mamiferos de 2,0 a 8,5%. E no
leite humano é encontrada na proporcado de 7% (FENNEMA; DAMODARAN;
PARKIN, 2010; GANZLE; HAASE; JELEN, 2008).

Figura 1 - Lactose e seus mondmeros, galactose e glicose.

Lactose
CH-20H CH:0H
HO 0 H 0O H
H H
OH 0 OH H
H H OH
H OH H OH
CH20H CHz0H
HO 0 OH H 0 H
H H
OH H I OH
H H HO OH
H OH H OH
Galactose Glicose

Fonte: WATTIAUX (2006).
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Esse dissacarideo esta presente no leite e em outros produtos lacteos
nao fermentados. Ja produtos como iogurtes e queijos, alimentos lacteos que
sofreram algum tipo de fermentacdo, oferecem menor teor de lactose, pois
parte € convertido em acido lactico ou outros compostos (PARIZZI, 2015).

A lactose apresenta propriedades fisicas e quimicas que podem ser
desejaveis ou indesejaveis para a industria de alimentos (ZADOW, 1984).
Como caracteristicas desejaveis pode-se citar o aumento da producao benéfica
de 4cido lactico no intestino, realce do sabor em alguns produtos, a ocorréncia
da reacdo de Maillard, o que é desejavel para produtos de panificacdo e a
baixa higroscopicidade (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010). Ja como
caracteristicas indesejaveis pode-se enumerar o0 seu baixo poder adocante
quando comparado com outros acgucares, baixa solubilidade o que pode
ocasionar problemas de cristalizagdo da lactose, baixa digestibilidade para
alguns individuos e necessidade de hidrolise para sua absorcdo (ADAM et al.,
2004; GUIMARAES; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010).

A lactose é utilizada no metabolismo dos mamiferos logo depois sua
hidrélise, sob agdo da enzima B-galactosidase que hidrolisa a ligacdo B 1-4
(CAMPBELL, 2000). E no intestino delgado, no nivel do jejuno, que ¢é
segregada a B-galactosidase. Esta desdobra a lactose em glicose e galactose
fazendo com que a absorcdo intestinal seja possivel (SANTIAGO;
FERNANDEZ-MAYORALAS, GARCIA-JUNCEDA 2000).

1.2 Hidrélise da lactose

Individuos que possuem capacidade de atividade lactasica muito baixa
ou ausente desenvolvem sintomatologia digestiva ap0s a ingestdo de leite e
derivados, pois a lactose ndo é desdobrada no intestino delgado, ndo sendo
absorvida (FAEDO, 2013; HUSAIN, 2010)

Dessa forma, a pressdo osmatica do intestino aumenta, e quantidade
consideravel de agua é retirada dos tecidos vizinhos. Entéo, a lactose passa
para o intestino grosso, onde é fermentada por grupos microbianos produtores
de gases e agua, ou € hidrolisada por bactérias em acidos organicos de cadeia
curta (FERREIRA, 1997) (Figura 2). Os gases que nao sao absorvidos causam

inchaco e os acidos produzidos irritam a parede intestinal aumentando a
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motilidade, que combinada com a agua secretada no intestino resulta em
diarreia (BARBOSA; ANDREAZZI, 2011; FERREIRA, 1997; LONGO, 2006).

Figura 2- Intoleréncia a lactose (digestdo e ma digestéo da lactose)

Normal lactose Lactose
digestion intolerance
Lact?se Lactose
Glucose «—| |
N Small
Lactase %l v intestine
.'II
J/
Galactose <—
Colon
microflora
Y .
Large'\ Fermentation
l intestine (JS
Gases, Organic . .
Normal stool acids and Gastromttestmal
Osmotically symptoms
active
molecules

Fonte: LULE et al. (2016)

A pB-galactosidase, ao contrario de outras dissacaridases, como
sacarase e maltase, ndo € uma enzima adaptativa, ou seja, seus niveis nao
variam de acordo com a quantidade de carboidrato ingerido (LOPEZ, 2009).

Uma das alternativas para ampliar a utilizacdo desse carboidrato é
hidrolisar a lactose em seus monossacarideos constituintes glicose e
galactose, com finalidade de produzir um acglcar mais doce, mais facilmente
fermentavel e mais soltuvel, diminuindo os efeitos causados pela cristalizacéo
da lactose. E importante também do ponto de vista nutricional, possibilitando
um leite com baixo teor de lactose, tornando-o mais digerivel para individuos
com problemas relacionados a intolerancia a lactose (LONGO, 2006;
MAHONEY, 1998). A hidrélise da lactose pode ocorrer de duas maneiras
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principais: via acida ou enzimatica (ADAM; RUBIO-TEXEIRA; POLAINA, 2004;
HUSAIN, 2010).

1.3 Hidrélise Acida

A hidrdlise acida caracteriza-se por envolver solu¢des diluidas de acidos
fortes como acido sulfurico e cloridrico, em condicdes operacionais severas de
pH e temperatura (1 < pH < 2; 100°C < temperatura < 150°C) (SANTIAGO,
2002). Devido a essas caracteristicas, a hidrolise acida tem a aplicacdo
comercial restrita na industria alimenticia, devido ao uso de catalisadores
acidos que acarreta alteracdes no sabor e cor dos alimentos, producédo de
subprodutos indesejaveis e desnaturacdo de proteinas (OZBEK; SENER;
APAR, 20086).

1.4 Hidroélise Enzimatica

A hidrélise enzimética é realizada em condicbes operacionais mais
brandas de pH e temperaturas (3,5 < pH < 8,0; 5°C < temperatura < 60°C)
(GEKAS; LOPEZ-LEIVA, 1985). Possibilita a reducdo de alteracdes de
compostos sensiveis ao calor, as necessidades energéticas, os efeitos de
corrosdo do meio sobre equipamentos e também a formacdo de subprodutos
indesejaveis (AL-MUFTA; ABU-REESH, 2005; BAILEY; OLLIS, 1986).

Dessa forma a hidrolise enzimatica da lactose € um dos mais
importantes processos biotecnolégicos na industria de alimentos, apresentando
diversos beneficios e vantagens principalmente nas areas de tecnologia de
alimentos, meio-ambiente e saude, possibiltando a hidrélise da lactose
presente no leite e seus derivados, possibilitando assim individuos as
intolerantes a este actcar (JURADO et al., 2002; RAMIREZ; RIVAS, 2003).

15 Intolerancia a lactose
O termo intolerancia a lactose se refere a uma sindrome clinica que se

caracteriza pela incapacidade do individuo de absorver a lactose presente no

leite e em seus derivados, motivada pela falta ou deficiéncia da enzima [3-
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galactosidase no sistema digestivo (BACELAR JUNIOR; KASHIWABARA; DA
SILVA, 2013; SILVA; LOPES, 2015). A intolerancia € composta por um ou mais
sintomas como: dor abdominal, diarreia, nausea, flatuléncia (SWAGERTY;
WALLING; KLEIN, 2002). Quando sistémicos, podem oferecer outros sintomas,
secundérios, que se caracterizam por dores de cabeca, dificuldades de
concentracdo e reducdo de memodria, dores musculares, arritmia cardiaca,
Ulceras bucais e reacfes alérgicas, como rinites, eczemas, sinusite e asma
(DIEKMANN; PFEIFFER; NAIM, 2015). A quantidade de lactose ingerida para
que se desencadeiem o0s sintomas varia para cada individuo, e depende
também do grau de intolerancia e da composi¢cao nutricional do alimento no
qual a lactose esta inserida (TUMAS; CARDOSO, 2008). Relata-se que em
torno de 75% da populacdo mundial apresenta intolerancia a lactose (Figura 3).
Torres (2004) afirma que aproximadamente 70% dos descendentes de
africanos, 95% dos asiaticos e 53% dos hispanicos séo intolerantes a lactose,
enguanto apenas 10% dos americanos brancos possuem a patologia. No Brasil
cerca de 57% da populacdo branca apresenta intolerancia, mas o namero é
maior entre os brasileiros negros (80%) e de origem japonesa que chega quase
a totalidade (GASPARIN; TELES; ARAUJO, 2010).

Figura 3 - Prevaléncia mundial de intolerancia a lactose em populacdes

B :0-60%
B sos0%
B :o-100%

Fonte: FOOD INTOLERANCE NETWORK (2016)
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1.6 Classificacao da Intolerancia a lactose

Existem trés classes de intolerancia a lactose, decorrentes de diferentes
processos. A deficiéncia congénita, deficiéncia primaria ou ontogenética e
intolerancia secundaria oriunda de doencas intestinais; (FARIAS; FAGUNDES
NETO, 2004; LONGO, 2006).

Deficiéncia congénita: E uma patologia genética rara e manifesta-se em

recém-nascidos, logo apds a primeira ou segunda ingestao de leite, sendo uma
condicdo permanente. A quantidade enzima B-galactosidase nesses neonatos
€ muito baixa ou ausente (WOOTEN, 2010). Se ndo diagnosticada o recém-
nascido pode vir a 6bito (GASPARIN; TELES; ARAUJO, 2010).

Intolerancia priméria ou ontogenética: E uma condi¢io permanente. Esta

condicdo é determinada geneticamente e tem origem na reducdo da atividade
da lactase. Desenvolve-se naturalmente, ao longo do tempo, com a diminuicdo
da producdo de B-galactosidase desde a infancia até a idade adulta, sendo
essa classe de intolerancia a que predomina na populacdo mundial (MATTAR;
MAZO, 2010; TEO, 2002).

Intolerancia_secundaria: E uma condicdo temporéaria. A atividade da

lactase é reduzida devido a doencas ou lesdes que prejudicam a mucosa
intestinal como por exemplo doenca celiaca ndo tratada, doenca de Chron, e
gastroenterite. Nesse caso quando a doenca ou a lesdo se cura, a atividade da
B-galactosidase € recuperada (LABAYEN et al., 2001; TURSI et al., 2006).

1.7 Diagnoéstico de intolerancia a lactose

O diagnéstico da intolerancia a lactose ndo é simples, pois a
sintomatologia € inespecifica (TULLA, 2000). O diagnostico baseia-se em
anamnese com o paciente e também com o0s seguintes exames:

pH fecal e pesquisa de substincias redutoras nas fezes: o exame é

realizado verificando-se o pH fecal do individuo. Considera-se sugestivo para
intolerdncia a lactose achados de pH < 5 e substancia redutora = 0,59%
(BARBIERI; KODA, 1986).
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Teste de absorcdo de lactose pela sobrecarga oral: o teste consiste na

ingestdo de uma determinada quantidade de lactose e posterior registro do
aumento da glicemia através do exame sanguineo.

Teste do H, expirado com sobrecarga oral de lactose: Atualmente o

teste de escolha por ser sensivel e especifico, de facil execucao e ndo invasivo.
Cerca de 20% do H, formado durante a fermentacdo bacteriana no nivel do
cOlon é absorvido e eliminado pelos pulmdes, podendo, portanto, ser medido
por cromatografia gasosa. A elevagdo dos niveis de H, no ar expirado indica
um defeito na digestdo ou absorcédo de carboidratos (HERCOWITZ, 1996).

Teste genético: Exame mais recente para diagnosticar a intolerancia a

lactose. E rapido, ndo invasivo, ndo requer jejum e ingestdo de lactose.
Necessita apenas de uma pequena amostra de sangue e seu DNA é estudado
para verificar se ha mutacdo em relacdo a producdo da enzima
lactasef/florizina-hidrolase (BULHOES et al., 2007).

1.8 Tratamento da Intolerancia a lactose

Até o0 momento ndo ha relatos de cura para a intolerancia a lactose,
contudo pode-se atenuar os sintomas (PACHECO, 2010). Alternativas
alimentares s@o importantes, pois para pessoas com ma absorcao de lactose,
normalmente, a Unica escolha é abster-se desse dissacarideo para evitar 0os
sintomas (SHAW; DAVIES, 1999).

Para a maioria dos individuos intolerantes, um copo de leite é suficiente
para desencadear 0s sinais, embora 0s que possuem alta sensibilidade
possam desencadear os sintomas com baixissimas doses de lactose, como as
presentes em remédios por exemplo (HEYMAN, 2006).

Portanto, para individuos portadores dessa patologia recomenda-se
evitar o consumo de leite e seus derivados ou fazer uso de leite e derivados
com lactose reduzida ou ausente (CUNHA et al., 2007; SILVEIRA; PRETTO,
2003).

Outra alternativa para minimizar os efeitos causados pela intolerancia é

a administracdo de enzimas [-galactosidases em diferentes formas
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farmacéuticas, afim de complementar o trato gastrointestinal do individuo

capacitando-o a receber doses de lactose (SAAD, 2006).

1.9 A Enzima B-galactosidase

A enzima pf-galactosidase [B-D-galatosideo, galactohidrolase E.C.
3.2.1.23], comumente conhecida como lactase, pertence ao grupo das enzimas
conversoras de sacarideos da familia das hidrolases e é responsavel pela
hidrolise do residuo terminal 8-galactopiranosil da lactose (Gal31—4Glc) dando
origem a uma mistura equimolecular de glicose e galactose (GROSOVA,;
ROSENBERG; REBROS, 2008; JURADO et al., 2002).

A B-galactosidase pode ser obtida a partir de uma grande variedade de
fontes, como microrganismos, plantas ou células animais (PEREIRA-
RODRIGUEZ et al, 2012). Em plantas particularmente em améndoas,
péssego, damasco, maca, em Orgaos de animais tais como intestino, cérebro,
testiculos, placenta. Também s&o produzidas por uma grande quantidade de
microrganismos tais como fungos filamentosos, bactérias e leveduras, sendo
as leveduras e fungos filamentosos as fontes preferidas para aplicacdes
comerciais (RUBIO-TEIXEIRA, 2006; SANTIAGO et al., 2004).

A legislacdo brasileira especifica, por meio da Resolucdo RDC n°
205/2006, que a enzima lactase, utilizada na industria de alimentos, deve ser
de origem microbiana, proveniente dos seguintes microrganismos: Aspergillus
niger, Aspergillus oryzae, Candida pseudotropicalis, Kluyveromyces lactis,
Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus, Saccharomyces sp.
(BRASIL, 2006). Tais espécies sdo classificadas como Generally Recognized
As Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA), sendo esse um
importante critério para aplicacdes alimenticias.

B-galactosidases originadas de microrganismos Sdo0 as mais
interessantes do ponto de vista tecnolOgico, apresentando amplas vantagens
como facil manuseio e elevada producdo (MARTINS; BURKERT, 2009).

As propriedades das B-galactosidases dependem de diversos fatores
gue variam de acordo com sua origem e microrganismo produtor (GEKAS;
LOPEZ-LEIVA,1985; SANTOS; LADERO; GARCIA-OCHOA, 1998). O peso

molecular, comprimento da cadeia de aminoacidos, posi¢cdo do sitio ativo, pH
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otimo e termoestabilidade sao caracteristicas significativamente influenciadas
pela fonte microbiana produtora da enzima (NATH et al., 2014).

De acordo com a fonte utilizada suas caracteristicas cinéticas em funcéo
da temperatura e pH podem variar (Tabela 1). Sao fatores que influenciam na
velocidade de reacdo da catalise enzimatica (RODRIGUEZ-NOGALES,
DELGADILLO-LOPEZ, 2005).

Tabela 1 - Caracteristicas bioquimicas de (-galactosidases produzidas por

microrganismos

Fontes pH 6timo  Temperatur Massa

a 6tima (°C) molar (kDa)

Aspergillus niger 3,0-4,0 55-60 124
Aspergillus oryzae 5,0 50 - 55 90
Kluyveromyces fragilis 6,6 37 201
Kluyveromyces lactis 6,0-7,6 35 135
Echerichia coli 7,2 40 540
Bacillus circulans 6,0 60-65 -
Bacillus SP 6,8 (o1 T ——
Lactobacillus bulgaricus 7,0 42 -45 -
Lactobacillus thermophilus 6,2-7,1 55 -57 530
Streptococcus thermophilus 65 - 75 55 500 — 600
Mucor pusillus 45-6,0 60 0 -
Thermus aquaticus 45-55 80 570

Fonte: GEKAS, LOPEZ-LEIVAS (1985)

Quando existe um aumento da temperatura, espera-se um aumento na
atividade da enzima, devido as colisGes entre enzima/substrato. No entanto,
quando a temperatura € demasiadamente alta, a atividade enzimatica é
prejudicada e pode haver a sua desnaturagdo, pois as colisbes se tornam

hY

desfavoraveis a enzima (FAEDO, 2013). Outro fator a considerar € que a
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temperatura 6tima de operacdo da B-galactosidase depende de sua origem. As
enzimas lactases provenientes de fungos filamentosos possuem maior
atividade e maior estabilidade em temperaturas elevadas (50 — 60°C) quando
comparadas as [(-galactosidases oriundas de leveduras que séo favorecidas
por temperaturas brandas (30 -37°C) (RECH et al., 1999; WHITAKER, 1994).

O pH operacional é uma caracteristica que define a aplicacdo de uma
dada B-galactosidase. As de fungos filamentosos possuem pH de atuacéo
entre 3,0 e 5,0. Ja as B-galactosidases de leveduras possuem pH 6étimo
proximo a neutralidade (GEKAS; LOPEZ-LEIVA 1985; HOLSINGER;
KLIGERMAN, 1991).

Entre os varios microrganismos produtores de [p-galactosidase, as
leveduras sdo uma importante fonte, possui pH adequado para hidrolise da
lactose de leite e também no soro de leite e alto rendimento (HUSAIN, 2010;
KONDO et al., 2000).

1.10 Aplicagoes da B-galactosidase

A utilizacdo de microrganismos na producdo da enzima [(-galactosidase
tem atraido as industrias (ALVES et al., 2010). A lactase é uma das enzimas
mais promissoras empregadas em processos industriais, e tem diversas
aplicacBes nas industrias de alimentos, de fermentacdes e em laticinios (KAUR
et al., 2009; PANESAR, 2008; TREVISAN, 2008). Esta enzima hidrolisa a
lactose, carboidrato caracteristico do leite, em dois monossacarideos glicose e
galactose, obtendo alimentos com baixos teores de lactose, melhorando a
solubilidade e digestibilidade do leite e derivados lacteos, ideais para
consumidores intolerantes (SANTIAGO et al., 2004). Além deste aspecto, 0
emprego da enzima na fabricacdo de doce de leite, sorvetes e leite
condensado proporciona melhora da textura do produto por de se evitar a
cristalizacdo da lactose (KLEIN, 2010). Ja na industria farmacéutica o emprego
da enzima esta no desenvolvimento de produtos contendo [-galactosidase,
capazes de garantir a reposicdo da enzima para suprir a deficiéncia dos
organismos em produzir a enzima (MONTALTO et al., 2006). Além da
aplicacéo para hidrolisar a lactose, a lactase pode agir sob outra via quimica de
modo a transgalactosar a galactose, gerando galactooligossacarideos — GOS
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(KLEIN et al., 2012). Os GOS sédo formados por lactose e unidades de
galactose e sdo compostos ndo digestiveis e ndo degradados pelas enzimas
digestivas humanas (MARTINS ; BURKERT, 2009).

1.11 Fontes de nutrientes e soro de leite

Devido ao alto custo para a obtencdo da enzima [(-galactosidase, €
preciso utilizar meios de fermentagcdo mais acessiveis para sua producéo.
Diferentes fontes de carbono, nitrogénio e sais sdo usadas para essa finalidade
(MADDIPATI et al., 2011).

A manutencdo e o transporte dos nutrientes do meio de fermentacao
para o interior da célula influenciam no crescimento celular e nos produtos
resultantes (DINIZ, 2009; MAO et al., 2005). A produgcdo da enzima [-
galactosidase necessita de substratos para o processo fermentativo quando
realizado por leveduras. No entanto o meio de producao pode ter um alto custo
(SCHOLZ, 2011).

Diante de diferentes fontes de nutrientes para producdo de f-
galactosidase, diversas pesquisas estdo sendo desenvolvidas com diferentes
fontes de carbono, nitrogénio, sais e suas interacfes para a producao
enzimatica da lactase. (BRAGA; GOMES; KALIL, 2012; MANERA et al., 2011).

O soro de leite € um subproduto do processo produtivo de queijo e
representa aproximadamente 90% do volume do leite (PEDRO; GUIMARAES;
TEIXEIRA, 2010), esse coproduto pode criar um grave problema ambiental em
funcdo da grande carga organica remanescente, pois apresentam elevados
valores de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD) (PRAZERES;
CARVALHO; RIVAS, 2012). A hidrélise da lactose agrega valor ao soro de
leite, resolvendo parte dos problemas causados pela lactose (GUIMARAES;
TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010).

O soro é uma abundante fonte de carbono, pois a lactose é seu principal
componente, assim o produto pode ser utilizado para a produ¢ao da enzima [3-
galactosidase. Além da lactose, 0 soro possui constituintes como vitaminas,
minerais e proteinas (KOSSEVA et al., 2009). O estudo das melhores
condicbes em processos fermentativos aerobios para producdo da enzima [3-

galactosidase vém sendo considerada uma alternativa viavel para a destinacéo
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final do soro de queijo (MANERA et al., 2011; SCHOLZ, 2011; BRAGA;
GOMES; KALIL, 2012).

1.12 Cultivo Submerso

A producdo de enzimas se faz majoritariamente por meio de
fermentacdo submersa, embora também haja a utilizacdo de fermentacdo em
estado solido, mas em menor escala. Na produgdo enzimatica o cultivo
submerso € o mais adequado (LIMA, 2012).

As fermentacdes requerem inicialmente um substrato ou nutrientes, que
podem ser utilizados puros ou parte da composicdo de misturas complexas
(AKTAS et al., 2006). O uso de subprodutos proporciona um valor de nutrientes
potencialmente mais econbmicos que o0 uso de substratos puros
(WAINWRIGHT, 1995).

Muitos autores citam subprodutos potencialmente fornecedores de
nutrientes, entre eles: soro de leite, melago de cana, agua de maceracao de
milho, entre outros. O uso dessas matérias pode reduzir o custo na producdo
enzimatica (FURLAN; SCHNEIDER.; MER 2000; SANTIAGO et al., 2004).

1.13 Permeabilizacéo celular

Cada microrganismo possui suas proprias caracteristicas em relacdo a
localizacdo das enzimas produzidas. Essas enzimas podem estar localizadas
no citoplasma, periplasma ou no interior de alguma organela celular. Diante
disso cada microrganismo pode necessitar de uma forma de extracdo distinta
(ANSEJO; ANDREWS; HUANG, 1991; SANTIAGO et al., 2004). A B-
galactosidase produzida por leveduras tem como caracteristica ser uma enzima
intracelular, o que a torna limitada em aplicacdes industriais (PANESAR, 2008).
Para a obtencdo de células livres € necessario que haja a ruptura dessas
células, mas esse processo pode causar a inativacdo da enzima. Uma
alternativa para essa condicao € a permeabilizacdo das células para que assim
o0 estudo das reacGes enzimaticas intracelulares possa ser realizado (ALAMAE;
JARVISTE, 1995). Na técnica de permeabilizacdo celular a estrutura da célula

€ modificada para torna-la mais porosa e assim permitir que pequenas
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moléculas como o0s substratos ou o0s produtos atravessem livremente
(SOMKUTI; STEINBERG, 1994). O processo de permeabilizacdo é rapido,
relativamente simples e permite que o0s ensaios de enzimas sejam realizados
em condi¢cdes semelhantes ao processo in vivo. As células permeabilizadas
podem ser consideradas fontes de enzimas insolUveis que poderiam ter uso
semelhante as enzimas imobilizadas por metodologias tradicionais (WANG;
HETTWER, 1986).
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CAPITULO Il - DETERMINACAO DA CONDICAO DE CULTIVO DE
SACCHAROMYCES FRAGILIS UTILIZANDO SORO DE LEITE
SUPLEMENTADO PARA A PRODUGAO DE B- GALACTOSIDASE?

Resumo: A p-galactosidase, também denominada de lactase, € uma
importante enzima utilizada por individuos intolerantes a lactose. O objetivo
deste trabalho foi otimizar o meio de fermentagdo contendo soro de leite
suplementado para a producdo da enzima lactase utilizando a levedura
Saccharomyces fragilis 1Z 275. Um Planejamento Fatorial 2* foi realizado para
avaliar as variaveis independentes: soro de leite, sacarose, lactose, glicose,
extrato de levedura, peptona, MgSO,4 e K;HPO,. No processo fermentativo o
parametro avaliado foi a atividade enzimética (U/mL). As variaveis que
mostraram efeitos significativos na resposta foram soro de leite e extrato de
levedura, contudo a sacarose a peptona e o MgSO, foram adicionadas ao
modelo pois exerceram efeito positivo sobre a média. Em seguida um
planejamento de maxima inclinagdo ascendente e descendente foi realizado
para mover o experimento mais rapidamente para seus valores 6timos. Assim,
um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) foi proposto para
estudar as variaveis, soro de leite, sacarose, extrato de levedura e peptona
utiizando a Metodologia de Superficie de Resposta. Verificou-se que a
composicédo ideal do meio de fermentacao para obtencdo da méaxima producédo
da enzima [(-galactosidase foi; sacarose (14 g/L), soro de leite (17,7 g/L),
extrato de levedura (5,14 g/L) e peptona (8,85 g/L), sob as condi¢des de 30°C,
180 rpm e 72 horas de fermentacédo. A validacdo do modelo foi realizada em
triplicata e o resultado de atividade enzimatica obtido foi de 54,20 U/mL, sendo
compativel com o valor predito pelo modelo (54,15 U/mL).

Palavras-chave: delineamento experimental, lactase, otimizacdo de processo,

producéo enzimatica.
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2.1INTRODUCAO

2.1.1 Intolerancia alactose

A lactose (C12H22011) € um dissacarideo (B-galactosideo) (CARMINATTI,
2001) encontrado apenas no leite materno, apresentando diferentes
concentracbes conforme a espécie de mamifero (GASPARIN; TELES;
ARAUJO, 2010; SANTOS et al., 2014). Quando comparada a outros aculcares,
fica evidenciado o seu baixo poder adocante, além de ter como caracteristica a
baixa solubilidade em agua (LOMER; PARKERS; SANDERSON, 2008).

Para ser absorvida no organismo, a lactose deve ser hidrolisada em
seus monossacarideos, glicose e galactose, e essa reacdo € realizada pela
enzima B-galactosidase (GRAY, 1975; SANTIAGO et al., 2004). A deficiéncia
desta enzima conduz a ma-digestdo da lactose e consequente a intolerancia
(BARBOSA; ANDREAZZI, 2011; FAEDO et al.,, 2013) podendo causar um
conjunto de sintomas como dores abdominais, diarreia, flatuléncia, nauseas e
vomitos (ADHIKARI et al., 2010; BROWN-ESTERS; McNAMARA; SAVAIANO,
2012). A quantidade de lactose que ir4 causar tais sintomas varia de individuo
para individuo (BACELAR JUNIOR; KASHIWABARA; NAKAOKA, 2013; TEO,
2002; VUORISALO et al., 2012).

Os métodos de diagndstico mais comumente utilizados para avaliar a
absorcdo da lactose sdo: teste de tolerancia a lactose, teste respiratorio do
hidrogénio expirado, bidpsia e genético (GASPARIN; TELES; ARAUJO, 2010).

2.1.2 A enzima B-galactosidase

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23) é uma enzima classificada como uma
hidrolase com capacidade de transferase para grupos galactosila. Esse grupo
de enzimas tem despertado crescente interesse por parte dos pesquisadores e
industrias devido a suas aplicacdes (BRAGA, GOMES; KALIL, 2012).

A industria laticinista tem como desafio a oportunidade de desenvolver
novos produtos com reduzido teor de lactose, a fim de atender os
consumidores portadores de sua ma digestdo (CASE et al., 2005; TREVISAN,
2008). Na industria de alimentos em geral, as pesquisas estdo voltadas para
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evitar a cristalizacdo deste dissacarideo, aumentar o poder adogante e
principalmente para hidrolisar a lactose no leite e produtos lacteos (HUSAIN,
2010; KLEIN, 2014). No campo da medicina a importancia da enzima [3-
galactosidase esta voltada no tratamento da intolerancia a lactose (KAMRA et
al., 2016), sendo que sua aplicacdo se da na utilizacdo de coprodutos como por
exemplo o soro de leite que pode ser utilizado como substrato para a producéo
da lactase (SEN, RAY; CHATTOPADHYAY, 2012).

2.1.3 Microrganismos produtores de B-galactosidase

As [B-galactosidases sdo encontradas na natureza, distribuidas entre
vegetais, animais e microrganismos, sendo que suas caracteristicas variam de
acordo com a sua origem (ANSARI; HUSAIN, 2012). A lactase pode ser
produzida por bactérias, fungos filamentosos e leveduras, sendo estas as
principais fontes para a aplicacdo comercial (LOMER; PARKES; SANDERSON,
2008).

A produgdo de [(-galactosidase por leveduras tem sido bastante
pesquisada por serem consideradas fontes importantes de producdo desta
enzima e ter boa produtibilidade (RAJOKA, KHAN; SHAHID, 2003; SANTIAGO
et al., 2004).

2.1.4 A importancia comercial da enzima B-galactosidase

O aumento de individuos acometidos pela intolerancia a lactose aliado a
preocupacdes com a alimentacdo com efeitos benéficos para a salde, tem
dado suporte para novas pesquisas nas industrias de alimentos (GOSLING et
al., 2010).

Para amenizar os sintomas causados pela intolerancia a lactose, os
portadores dessa patologia podem fazer a ingestdo oral da enzima, visando a
remocéo da lactose do leite e de seus derivados ingeridos (O'CONNELL,;
WALSH, 2007; O'CONNELL; WALSH, 2008).

Além da ingestdo oral de B-galactosidase, esta enzima vem sendo
aplicada na industria de laticinios (TUMAS; CARDOSO, 2008) na obtencédo de
produtos com baixo teor de lactose, na producdo de galactooligossacarideos,
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na hidrélise da lactose (MLICHOVA; ROSENBERG, 2006; TOMAL et al., 2010)
e na producdo de etanol a partir de soro de leite hidrolisado com esta enzima
(COLOGNESI et al., 2015).

2.1.5 Meio de fermentagéo

O estudo de meios de fermentacBes industriais para obtencdo de
produtos biotecnolégicos tem recebido grande atencdo nos Ultimos anos
(ERNANDES, BOSCOLO; CRUZ, 2010; SILVA et al., 2009).

Entre esses produtos, destaca-se a producdo de enzimas, a qual é
frequentemente limitada pelos custos dos substratos utilizados para o cultivo
dos microrganismos (JOO; CHANG, 2005). Existe uma necessidade crescente
da otimizagdo dos processos de producdo da B-galactosidase, objetivando
minimizar custos, tempos de producdo, maximizacdo de rendimento e
qualidade de produtos (AKTAS et al., 2006; RODRIGUES; IEMMA, 2005).

Dessa forma o objetivo do trabalho foi determinar as melhores condi¢des
de cultivo da Saccharomyces fragilis na produ¢do da enzima B-galactosidase,

tendo como funcgéo resposta a maxima da atividade enzimatica.

2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Microrganismo e in6culo

O microrganismo utilizado foi a levedura Saccharomyces fragilis 1Z 275.
A levedura foi mantida a 4°C em tubos contendo Agar Batata Dextrose (ABD).
A cultura foi reativada em caldo YM (extrato de malte 2% e extrato de levedura
0,5%) em Erlenmeyer de 100 mL, incubada a 30°C, durante 48 horas, em
incubadora rotatoria orbital (Tecnal, modelo TE- 421) a 180 rpm de agitacdo. O
indculo foi padronizado pela contagem de células em camara de Neubauer
(SANTIAGO et al., 2004) e posteriormente transferida (10% v/v) para o meio de
fermentacdo (NOR, et al., 2001).
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2.2.2 Definicdo dos ingredientes do meio de producéao

Para definir a composicdo do meio de produgdo da enzima fB-
galactosidase foram utilizadas diferentes fontes de carbono (sacarose, soro de
leite, lactose e glicose), nitrogénio (extrato de levedura e peptona) e sais
minerais (MgSO, e K;HPO,) (Tabela 1).

A producdo da enzima [-galactosidase foi realizada em frascos
Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contendo 100 mL de meio. As
condi¢gbes de cultivo como a temperatura, agitacdo e tempo de fermentacéo
foram definidas de acordo com a literatura (BRAGA et al., 2013; DAGBAGLI,
GOKSUNGUR, 2008; HSU, YU; CHOU, 2005; KUMAR et al., 2012; LIMA et al.,
2011; MANERA et al., 2011). As fermentacdes foram conduzidas em
incubadora rotatéria orbital, com pH inicial de 6,8 temperatura de 30°C,
agitacdo de 180 rpm, durante 72 horas, iniciando a fermentacdo com uma
concentracdo inicial de células de leveduras de aproximadamente 1,0x10’ log
células/mL e tendo como variavel resposta a atividade enzimatica (U/mL).

Um planejamento fatorial 2* com o ponto central em triplicata totalizando
19 ensaios foi utilizado para avaliagdo das varidveis independentes na
composicdo do meio de fermentacdo. Os niveis de variacdo utilizados no
planejamento estdo apresentados na Tabela 1. Os dados obtidos a partir dos
ensaios experimentais foram tratados no software “Statistica 7.0” para

verificacdo de efeitos principais das variaveis independentes sobre a resposta.

Tabela 1 - Niveis codificados e decodificados das varidveis aplicadas no

Planejamento Fatorial

Variaveis independentes Nivel minimo (-) Ponto Central (0) Nivel maximo (+)

Lactose (g/L) 1,0 55 10,0
Sacarose (g/L) 1,0 55 10,0
Glicose (g/L) 1,0 55 10,0

Soro de leite (g/L) 1,0 5,5 10,0
Extrato de levedura (g/L) 0,5 2,75 5,0
Peptona (g/L) 0,5 2,75 5,0
MgSO, (g/L) 0,5 2,75 5,0

K,HPO, (g/L) 0,5 2,75 5,0
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2.2.3 Planejamento de maxima inclinagcdo ascendente e maxima

inclinacéo descendente

A determinacdo das melhores condi¢cdes de cultivo foi iniciada com o
planejamento fatorial de 12 ordem, onde as variaveis independentes mais
significativas foram novamente estudadas.

Partindo da analise dos resultados obtidos no Planejamento Fatorial
(Tabela 4), foi realizado um novo experimento de maximo incremento na
resposta pelo método de maxima inclinacdo ascendente (steepest ascent) e
descendente (steepest descent) para encontrar um minimo incremento na
resposta conforme apresentado na Tabela 2.

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial, as variaveis
independentes, soro de leite e extrato de levedura apresentaram efeito positivo
sobre a média, ja as variaveis, sacarose, peptona e MgSO,4 ndo foram
significativas, mas exerceram influéncia no aumento da atividade enzimatica.
Sendo assim, optou-se por manter todas as variaveis mencionadas acima ao
experimento, com aumento e diminuicdo nos seus valores, para que fosse
atingida uma configuracéo 6tima dentro dos intervalos.

Nesse mesmo experimento as varidveis que nao exerceram efeito
positivo sobre a resposta (lactose, glicose e K,HPO,) também foram estudadas

em seus hiveis maximos, minimos, central e na auséncia dos mesmos.
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Tabela 2 - Matriz do planejamento de maxima inclinacdo ascendente e maxima

inclinacdo descendente.

Ext. de _ Ativ.

Ensaios Sacarose S?ro de levedura Peptona MgSO, Lactose Glicose K,;PO, Eng.
g/L leite g/L ol g/L g/L g/L g/L g/L UimL

1 2 2 2 10 10 5 17,21
2 4 4 4 10 10 5 34,84
3 12 12 6 6 6 10 10 5 26,98
4 14 14 7 7 7 10 10 5 39,81
5 16 16 8 8 8 10 10 5 27,03
6 2 2 2 1 1 0,5 1,57
7 4 4 4 1 1 0,5 13,51
8 12 12 6 6 6 1 1 0,5 19,61
9 14 14 7 7 7 1 1 0,5 23,36
10 16 16 8 8 8 1 1 0,5 20,84
11 6 2 2 2 55 55 2,75 10,67
12 8 4 4 4 55 55 2,75 18,61
13 12 12 6 6 6 55 55 2,75 16,25
14 14 14 7 7 7 55 55 2,75 18,61
15 16 16 8 8 8 55 55 2,75 13,46
16 6 2 2 2 aus aus aus 2,46
17 8 4 4 4 aus aus aus 7,09
18 12 12 6 6 6 aus aus aus 13,29
19 14 14 7 7 7 aus aus aus 14,12
20 16 16 8 8 8 aus aus aus 17,39

2.2.4 Determinacdo das melhores concentracdes dos ingredientes
e condi¢oées de cultivo para a maior produg¢ao da B-galactosidase

utilizando Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

A composicdo média mais significativa das variaveis independentes
obtida no planejamento de méaxima e minima inclinacdo foi utilizada como
ponto central para a determinacdo da melhor composicdo do meio. Para isso
foi proposto realizar um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) 2*

com dois pontos centrais e oito pontos axiais, para ortogonalidade, totalizando
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26 ensaios, tendo como resposta a atividade enzimatica (U/mL). Nesse estudo,
o DCCR de quatro variaveis (sacarose, soro de leite, extrato de levedura e
peptona) foi estudado para cinco diferentes niveis (Tabela 3).

Para a avaliagdo dos resultados obtidos no DCCR foi utilizada a
Metodologia de Superficie de Resposta (RSM - Response Surface

Metodology) utilizando o programa “Statistica 7.0”.

Tabela 3 - Variaveis independentes e seus niveis de variagdo no Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR) 2* com dois pontos centrais e 8 pontos

axiais, para ortogonalidade

NIVEIS DE VARIACAO g/L

Variaveis Independentes -1,48 -1.00 0 +1,00 +1,48
Sacarose, X; 10,29 11,50 14,00 16,50 17,70

Soro de leite, X; 10,29 11,50 14,00 16,50 17,70
Extrato de levedura, X 514 5,75 7,00 8,25 8,85
Peptona, X, 5,14 5,75 7,00 8,25 8,85

2.2.5 Extragao da B-galactosidase

A extragdo da [-galactosidase intracelular das células de
Saccharomyces fragilis, foi realizada utilizando-se o solvente cloroférmio (PA),
conforme procedimento descrito por Nunes, Massauger, Monte Alegre (1993).
Amostras de 80 mL de meio fermentado foram centrifugadas em centrifuga
Beckman Couter J-25, num campo gravitacional igual a 27.200 g por 5 minutos
e 0 decantado ressuspenso em tampdo fosfato (0,1M) pH 6,6, sendo
novamente centrifugado nas mesmas condicdes.

O precipitado foi solubilizado em 10 mL do mesmo tampéo, ao que se
adicionou 0,2 mL de cloroférmio PA. Esta mistura foi incubada a 37°C, sob
agitacdo de 150 rpm por 17 horas. Apdés este tempo, a suspensdo foi
novamente centrifugada, sendo descartado o precipitado e o sobrenadante

utilizado para determinar a atividade enzimatica.
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2.2.6 Determinacgao da atividade de B-galactosidase

A atividade enzimatica foi determinada usando o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) como substrato, segundo metodologia descrita por
Inchaurrondo, Yantorno; Voget (1994). Em tubo de ensaio contendo 2 mL de
ONPG 1,25 mM, preparado em tampao KH,PO, 50 mM com MnCl,.4H,0 0,1
mM pH 6,6, foram adicionados 50 pL da solugdo enzimatica. A solugdo foi
mantida a 37°C por 5 minutos em banho de agitacdo, a reacgéo foi paralisada
adicionando 0,5 mL de carbonato de sddio 1,0 M, em seguida determinou-se a
absorbancia a 420 nm, e calculou-se a atividade enzimatica. Uma
unidade de atividade enzimética (U) é definida como 1 pumol de o-nitrophenol
produzido por minuto, sob as condi¢cdes do ensaio.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicado do meio de fermentacdo na definicdo da melhor condic&o
de producdo da enzima B-galactosidase por cultivo submerso é determinante
para a obtencdo da maxima atividade enzimatica (PERINI et al., 2013).

Nesse trabalho diferentes fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais
foram utilizados para o processo de produgédo da enzima [-galactosidase por
Saccharomyces fragilis 1Z 275.

A metodologia estatistica foi usada para a compreensao das interacdes
entre 0s nutrientes em concentracdes variaveis resultando em uma reducao

substancial do nimero total de experimentos a ser realizado.

2.3.1 Delineamento fatorial

As condicbes experimentais do Delineamento Fatorial 2* estdo
apresentadas na Tabela 4, bem como as respostas para a atividade enzimatica
de cada ensaio. A maior resposta obtida neste delineamento foi de 28,42 U/mL
(ensaio 16) e a menor atividade enzimatica registrada no experimento foi de
0,20 U/mL (ensaio 6).
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Tabela 4 - Matriz decodificada do planejamento fatorial 2* com 3 pontos

centrais e como variavel resposta a atividade enzimatica (U/mL).

Ensaio Lactose Sacarose Glicose Soro Ext.lev. Peptona MgSO, K;HPO, 2::
N° g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L g/L
U/mL
1 1,0 1,0 1,0 1,0 0,5 0,5 0,5 0,5 1,80
2 10,0 1,0 1,0 1,0 0,5 5,0 5,0 5,0 1,01
3 1,0 10,0 1,0 1,0 5,0 0,5 5,0 5,0 6,22
4 10,0 10,0 1,0 1,0 5,0 5,0 0,5 0,5 6,49
5 1,0 1,0 10,0 1,0 5,0 5,0 5,0 0,5 10,63
6 10,0 1,0 10,0 1,0 5,0 0,5 0,5 5,0 0,20
7 1,0 10,0 10,0 1,0 0,5 5,0 0,5 5,0 0,71
8 10,0 10,0 10,0 1,0 0,5 0,5 5,0 0,5 2,25
9 1,0 1,0 1,0 10,0 5,0 5,0 0,5 5,0 10,74
10 10,0 1,0 1,0 10,0 5,0 0,5 5,0 0,5 12,51
11 1,0 10,0 1,0 10,0 0,5 5,0 5,50 0,5 8,21
12 10,0 10,0 1,0 10,0 0,5 0,5 0,5 5,0 0,92
13 1,0 1,0 10,0 10,0 0,5 0,5 5,0 5,0 1,19
14 10,0 1,0 10,0 10,0 0,5 5,0 0,5 0,5 0,66
15 1,0 10,0 10,0 10,0 5,0 0,5 0,5 0,5 11,31
16 10,0 10,0 10,0 10,0 5,0 5,0 5,0 5,0 28,42
17 5,5 5,5 55 55 2,75 2,75 2,75 2,75 7,05
18 55 55 55 55 2,75 2,75 2,75 2,75 6,89
19 55 55 55 55 2,75 2,75 2,75 2,75 6,93

No ensaio onde se obteve a maior atividade enzimatica, as variaveis

independentes encontravam-se em seus hiveis maximos, as concentracdes

foram: lactose, sacarose, glicose e soro de leite 10 g/L, extrato de levedura,

peptona, MgSO, e K,HPO, 5,5 g/L. JA ,na menor atividade enzimatica

observada utilizou-se concentracdes de 10 g/L de lactose, 1,0 g/L de sacarose,

10 g/L de glicose 1,0 g/L de soro de leite, 5,5 g/L de extrato de levedura, 0,5
g/L de peptona, 0,5 g/L de MgSO, e 5,5 g/L de K;HPO,,
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Submetendo o0s ensaios a analise verificou-se que a curvatura nao foi
significativa, demostrando que as variaveis independentes ainda nao se
encontravam em suas regides otimas.

Baseado nos efeitos apresentados na Tabela 5, observa-se que as
variaveis independentes, soro de leite e extrato de levedura apresentaram
efeito positivo sobre a média da atividade enzimatica, ja as variaveis, sacarose,
peptona e MgSQO,4, ndo foram significativas mas tiveram influéncia no aumento
da atividade enzimética. As variaveis lactose, glicose ndo exerceram efeito
significativo e o K;HPO, apresentou um efeito negativo no modelo, mas
também foi observado que exerceram influéncia na variavel resposta. Dessa
forma foi proposto a realizacdo do planejamento de maxima inclinacéo
ascendente e maxima inclinacdo descendente para que o experimento fosse

movido para os seus valores de otimizagéo.

Tabela 5 - Efeitos principais das variaveis independentes sobre a atividade

enzimatica

Fator Efeito Std. Err. t (10) P
Média 6,234 1,039 5,996 0,00013*
Lactose, g/L 0,205 2,266 0,090 0,929391
Sacarose, g/L 3,226 2,266 1,423 0,184909
Glicose g/L 0,936 2,266 0,413 0,688276
Soro de leite, g/L 5,579 2,266 2,462 0,033546*
Ext. lev., g/L 8,723 2,266 3,849 0,003213*
Peptona, g/L 3,809 2,266 1,681 0,123675
Mg SO, g/L 4,702 2,266 2,075 0,0647717
K,HPO,, g/L -0,554 2,266 -0,244 0,811738

*significativos (p < 5)
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2.3.2 Planejamento de maxima inclinacdo ascendente (steepest

ascent) e maxima inclinacdo descendente (steepest descent).

Apés a andlise dos resultados do planejamento de maxima inclinacao
ascendente e descendente (Tabela 2) o ensaio quatro foi o que obteve a
maxima atividade enzimatica (39,81 U/mL), onde as concentracdes das
variaveis independentes sacarose e soro de leite foram 14 g/L e de 7 g/L para o
extrato de levedura, peptona e MgSO, respectivamente As variaveis nao
significativas, lactose, glicose e K,PO, nesse ensaio estavam em seus hiveis
de valores maximos, 10 g/L, 10 g/L e 5 g/L respectivamente.

Quando as variaveis independentes significativas permaneceram nas
concentracbes acima citadas, mas as variaveis ndo significativas (lactose,
glicose e K,PO,) estavam em seus niveis de valores minimos, ponto central e
auséncia no experimento, os valores de atividade enzimatica observados foram
de 23,36 U/mL, 18,61 U/mL e 14,12 U/mL respectivamente.

Esses resultados indicaram que mesmo essas variaveis ndo sendo
significativas no modelo, as mesmas exerceram influéncia na atividade
enzimatica da B-galactosidase.

Dessa forma as concentracdes do ensaio com a melhor resposta foi
admitido como ponto central e um Delineamento Central Composto Rotacional

foi realizado.

2.3.3 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR)

Para encontrar os valores de otimizacdo do meio de fermentacao
proposto, um DCCR com 26 ensaios foi realizado e apresentado na Tabela 6.

Em funcdo dos resultados obtidos em experimentos preliminares, os
fatores sacarose, soro de leite, extrato de levedura e peptona foram
selecionados para serem estudados no DCCR.

A maior atividade enzimatica atingida no DCCR foi de 52,84 U/mL no
ensaio 21 e a menor resposta foi observada no ensaio 01 (29,62 U/mL). As
variaveis lactose, glicose, MgSO, e K,;HPO, proporcionaram melhor respostas

em seus niveis maximos (+) em todos os ensaios do DCCR.
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Tabela 6 - Matriz do DCCR codificada e decodificada em que Xi, Xz, X3, X4 Xs, Xg X7 € Xg Sao0,
respectivamente, sacarose (g/L), soro de leite (g/L), extrato de levedura (g/L), peptona (g/L),
lactose (g/L), glicose (g/L), MgSO4(g/L) e K;HPO,4 (g/L) tendo a atividade enzimatica como
resposta (U/mL).

Xs X X7 Xs A.Enz

Ensaio X1 (g/L) X2 (g/L) X3 (g/L) X4 (/L) @) @@L QL) (@l) (UmL)
1 (-1) 11,5 (-1) 11,5 (-1) 5,75 ((1)575 10 10 7 5 29,62
2 (-1) 11,5 (-1) 11,5 (-1) 5,75 (1) 8,25 10 10 7 5 41,06
3 (-1) 11,5 (-1) 11,5 (1) 8,25 (-(1)575 10 10 7 5 33,29
4 (-1) 11,5 (-1) 11,5 (1) 8,25 (1) 8,25 10 10 7 5 3573
5 (-1) 11,5 (1) 16,5 (-1) 5,75 (-1) 5,75 10 10 7 5 42,89
6 (-1) 11,5 (1) 16,5 (-1) 5,75 (1) 8,25 10 10 7 5 51,97
7 (-1) 11,5 (1) 16,5 (1) 8,25 ((1)575 10 10 7 5 3547
8 (-1) 11,5 (1) 16,5 (1) 8,25 (1) 8,25 10 10 7 5 35,91
9 (1) 16,5 (-1) 11,5 (-1) 5,75 (-1) 5,75 10 10 7 5 51,09
10 (1) 16,5 (-1) 11,5 (-1) 5,75 (1) 8,25 10 10 7 5 39,92
11 (1) 16,5 (-1) 11,5 (1) 8,25 (-(1)575 10 10 7 5 41,23
12 (1) 16,5 (-1) 11,5 (1) 8,25 (1) 8,25 10 10 7 5 42,28
13 (1) 16,5 (1) 16,5 (-1) 5,75 (-(1)575 10 10 7 5 49,35
14 (1) 16,5 (1) 16,5 (-1) 5,75 (1) 8,25 10 10 7 5 43,33
15 (1) 16,5 (1) 16,5 (1) 8,25 (-(1)575 10 10 7 5 44,02
16 (1) 16,5 (1) 16,5 (1) 8,25 (1) 8,25 10 10 7 5 41,67
17 (-1,48) 10,29 (0)14 (0) 7 ()7 10 10 7 5 39,66
18 (1,48) 17,70 (0)14 (0) 7 ()7 10 10 7 5 42,19
19 (0) 14 (-1,48) 10,29 0) 7 (0) 7 10 10 7 5 32,07
20 (0) 14 (1,48) 17,70 (0) 7 ()7 10 10 7 5 43,85
21 (0) 14 (0) 14 (-1,48) 5,14 ()7 10 10 7 5 5284
22 (0) 14 (0) 14 (1,48) 8,85 (0) 7 10 10 7 5 4542
23 (0) 14 (0) 14 0 (1,48)5,14 10 10 7 5 36,69
24 (0)14 (0) 14 (0)7 (1,48)8,85 10 10 7 5 50,66
25 (0) 14 (0) 14 (0)7 ()7 10 10 7 5 42,19
26 (0) 14 (0) 14 (0)7 ()7 10 10 7 5 42,72

Manera e colaboradores (2008), otimizaram o meio de fermentagao para
producdo de [(-galactosidase a partir de K. marxianus CCT 7082 utilizando
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como ingredientes do meio de cultura, lactose, extrato de levedura, (NH4)2SOg,
nas concentracdes de 55,0 g/L, 20,0 g/L, 7,0 g/L, respectivamente, tendo a
méxima atividade atingida no DCCR em 10,7 U/mL. Ja. Lima et al. (2011)
avaliaram a espécie K. lactis Y 1564 para a producdo de B-galactosidase,
utilizando lactose PA (50 g/L), extrato de levedura e sulfato de amodnio e
obtiveram atividade enzimatica de 3,5 U/mL.

Am-aiam e Khanongnuch (2015) realizaram a produgcédo de -
galactosidase com a levedura K. marxianus em meio composto por; lactose
(20,0 g/L), extrato de levedura (0,3 g/L), (NH,4)>SO4 (10,0 g/L), KoPO4 (6,5 g/L) e
MgSO, (0,1 g/L) e o valor maximo obtido de atividade enziméatica foi de 8,92
U/mL.

O resultado da atividade enzimética alcancado neste trabalho mostrou-
se em meédia cinco vezes superior aos resultados obtidos por Manera et al.
(2008) e Am-aiam; Khanongnuch (2015), e dezesseis vezes maior quando
comparado ao trabalho de Lima et al. (2011).

O modelo empirico para a atividade da enzima [-galactosidade
produzida pela fermentacdo em fungdo dos termos significativos esta
representada pela Equacgéo 1. O coeficiente de correlacdo (R?) para o modelo
foi 0,76 indicando um bom ajuste dos dados. Este valor de coeficiente de
correlacéo foi considerado satisfatorio por este ser um experimento biolégico. A
Unica variavel da equacdo do modelo que nao apresentou significancia foi o
termo quadratico da concentracdo de sacarose (Tabela 7), entretanto, a
abstracdo desde coeficiente do modelo reduz de maneira drastica o valor do

coeficiente de correlacao.

Atividade Enzimatica (U/mL) = 43,37 + 2,485ac + 2,34Sor —
2,48 Ext + 1,25Pep — 1,41Sac Sor — 2,61Sac Pep — (Eq. 1)
1,33Sor Ext — 1,45Sac? — 2,80Sor? + 2,27Ext?
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Tabela 7 - Andlise de variancia (ANOVA) para os termos da equacao do

modelo empirico para atividade de -galactosidase (p < 0,05).

Somados Grausde Média dos

Causa de Variacéo _ p-valor*
Quadrados Liberdade Quadrados
Sacarose (L) 126,058 1 126,058 0,021~
Sacarose (Q) 20,458 1 20,458 0,052
Soro (L) 112,208 1 112,208 0,022*
Soro (Q) 76,029 1 76,029 0,027*
Extrato de levedura (L) 125,635 1 125,635 0,021*
Extrato de levedura (Q) 50,111 1 50,111 0,033*
Peptona (L) 32,106 1 32,106 0,042*
Sacarose (L) Soro (L) 32,181 1 32,181 0,041*
Sacarose (L) Peptona (L) 109,682 1 109,682 0,022*
Soro (L) Ext. Lev. (L) 28,342 1 28,342 0,044*
Falta de Ajuste 223,249 14 15,946 0,073
Erro Puro 0,137 1 0,137 -
Total 936,196 25 - -

L= termo linear; Q= termo quadrético, *= significativo (p < 0,05) Coeficiente de
regresséo (R?)= 0,76

Dessa forma, o modelo matematico com finalidade preditiva foi utilizado
na construcdo das superficies de resposta, permitindo a visualizacdo da
atividade enzimatica, expressa em seus valores maximos em funcdo das
variaveis.

A Figura 1A representa a atividade da enzima [(-galactosidade em
funcdo das concentracdes de soro de leite e sacarose. E possivel observar
que, com o aumento da concentracdo de soro de leite e a reducdo da
concentracdo de sacarose ocorreu a maior resposta de atividade enzimatica.
Por ser rico em lactose, o soro de leite possivelmente induz a levedura a
produzir (B-galactosidase e por consequéncia ha o aumento da atividade
enzimatica (ORNELAS, 2001).
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Figura 1 - Superficie de Resposta para a atividade da B-galactosidase em
funcdo das concentracdes de soro de leite e sacarose (A), sacarose e extrato
de levedura (B), peptona e sacarose (C), extrato de levedura e soro de leite

(D), soro de leite e peptona (E) peptona e extrato de levedura (F).
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Quanto ao extrato de levedura e a concentracdo de sacarose (Figura 1B)
a superficie de resposta indica a maior atividade da enzimatica na regidao de
menor concentracdo de extrato de levedura (5,14 g/L) e menor concentracao
de sacarose (10,29 g/L).

Em relagcdo a dependéncia da atividade da enzima em funcdo das
concentracfes de peptona e sacarose (Figura 1C) pode-se observar que ha
duas regides de otimizacdo, uma nos valores superiores de peptona e inferior
de sacarose e outra no sentido oposto, ou seja, na menor concentracdo de
peptona e maior concentracdo de sacarose, entretanto, a superficie de
resposta e o perfil de desejabilidade indicam que essas regibes de menor
concentracdo poderiam ser exploradas além dos valores estudados a fim de
verificar a regidao de otimizagao.

A Figura 1D ilustra a dependéncia da atividade enzimética nas diferentes
concentracfes de extrato de levedura e soro de leite indicando que a regido
Otima esta na menor concentracdo de extrato de levedura (5,14 g/L) e uma
faixa entre o ponto central e a maior concentragdo de soro de leite. Os
constituintes presentes no soro de leite (proteinas, lipideos, sais minerais e
vitaminas) podem facilitar o metabolismo do soro pelo microrganismo
(SCHOLZ, 2011).

A superficie de resposta para as concentracdes de soro de leite e
peptona (Figura 1E), indicam uma regidao de otimizagdo entre o ponto central
do soro de leite e sua maior concentracdo (17,7 g/L) enquanto que a
concentracdo de peptona deve estar, também, em sua concentracdo maxima
(8,85 g/L).

Quando se observa a superficie de resposta para as fontes de nitrogénio
(peptona e extrato de levedura) (Figura 1F), nota-se que na menor
concentracdo de extrato de levedura a concentracdo de peptona € quase
irrelevante, levando a um leve aumento na atividade enzimatica quando esta

ultima se encontra no valor maximo (8,85 g/L).

2.3.4 Perfil de desejabilidade

O perfil de desejabilidade € uma técnica que consiste em encontrar 0s

valores das variaveis independentes que otimizem a resposta, ou entdo, as
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mantenha dentro das faixas desejaveis dos valores estabelecidos nos ensaios
experimentais (MONTIPO, 2012).

A Figura 2 gerada a partir do modelo empirico indica que para que
ocorra maior producdo enzimatica necessita-se de; (14 g/L) de sacarose, (17,7
g/L) para soro de leite, (5,14 g/L) para extrato de levedura e (8,85 g/L) de
peptona para a otimizacdo da produgao de (B-galactosidase. Nestas condicdes,
o valor predito pelo modelo foi de 54,15 U/mL de atividade enzimatica e o

obtidoexperimentalmente de 54,20 U/mL.

Figura 2 - Perfil de valor predito e perfil de desejabilidade para a atividade de
B-galactosidase em funcdo das concentracdes de sacarose, soro de leite,
extrato de levedura e peptona.
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Perini et al. (2013) realizaram a otimizacdo da producdo da enzima
lactase utilizando a levedura K. marxianus CBS 6556, sendo que nas
condicdes estudadas o modelo predito gerado de atividade enzimatica foi de
9,26 U/mL, sendo o valor encontrado experimentalmente foi de 8,4 U/mL. Ja

Braga, Gomes; Kalil (2012) estabeleceram a otimiza¢do da enzima utilizando a
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levedura K. marxianus ATCC 16045alcancando nas condi¢cdes estudadas ma
atividade de 10,4 U/mL tendo como valor predito 9,7 U/mL.

O modelo predito na otimizagao realizada por Manera et al. (2008) a
partir de K. marxianus CCT 7082 foi de 10,4 U/mL e o valor alcancado
experimentalmente foi de 10,6 U/mL. O valor obtido na otimizacao realizada por
Am-aiam; Khanongnuch (2015) utilizando levedura K. marxianus em meio
sintético foi de 8,82 U/mL e a atividade predita de B- galactosidase foi de 8,94
u/mL.

Dessa forma observa-se que os valores da atividade enzimatica obtido
no presente trabalho foram mais expressivos quando comparados aos
trabalhos de outros pesquisadores. Cabe ressaltar que as condi¢cdes de
otimizagdo da producdo enzimatica pode ser influenciada pela estirpe,

condi¢des de cultura e composi¢cédo do meio de crescimento.
2.3.5 Validacdo do modelo empirico
Trés experimentos foram realizados nas condi¢bes indicadas pelo
modelo a fim de validar a equacao. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05)
entre o valor predito e o observado (Tabela 8), logo, o modelo proposto

responde a realidade.

Tabela 8 - Teste t Student para validagdo do modelo empirico (p > 0,05).

Atividade de [3-galactosidase (U/mL) p-valor
Modelo Empirico 54,15
Validagéo 54,20* £ 0,529

0,825

*Média de trés experimentos a um nivel de significancia de (p > 0,05).

2.4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o emprego de Metodologia de Delineamento
Experimental e andlise de Superficie de Resposta foram eficazes para
otimizagcao do meio de fermentagao para produgdo da enzima 3 galactosidase

utilizando a levedura Saccharomyces fragilis. A melhor composi¢cdo do meio de
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cultivo para a maxima producédo de B-galactosidase foi sacarose 14 g/L, soro
de leite 17,7 g/L, extrato de levedura de 5,14 g/L, e peptona 8,85 g/L, sob as
condicBes de temperatura, agitacdo e tempo de fermentacéo, de 30°C, 180 rpm
e 72 horas, respectivamente. Nestas condicbes a atividade enzimatica
alcancada foi de 54,20 U/mL.
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CAPITULO Ill - OTIMIZACAO DOS PARAMETROS PH, TEMPERATURA E
CONCENTRACAO DE INOCULO NA PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE
UTILIZANDO A LEVEDURA SACCHAROMYCES FRAGILIS 1Z 275?

RESUMO: A B-galactosidase é uma enzima que hidrolisa a lactose presente no
leite e derivados, em seus mondmeros constituintes glicose e galactose. A
utilizacdo de B-galactosidase para hidrolisar a lactose tornou-se comum no
alivio dos sintomas de intolerancia a lactose. Considerando a importancia da
reducdo de custos para a producdo da enzima, o objetivo do trabalho foi
determinar as melhores condigbes de cultivo de Saccharomyces fragilis 1Z 275
para a produgcdo da maxima atividade da enzima da B-galactosidase utilizando
um meio de cultivo composto por diferentes fontes de carbono (sacarose (14
g/L) soro de leite (17,7 g/L) lactose e glicose (10 g/L), fontes de nitrogénio
peptona (8,85 g/L) e extrato de levedura (5,14 g/L), sais (MgSO, (7 g/L) e
KoHPO,4 (5 g/L)). Para isto foi realizado um Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR) 2*, com 17 experimentos sendo trés no nivel central da
Metodologia de Superficie de Resposta. Os parametros de cultivo estudados
foram temperatura, pH e concentragcdo do in6culo em 5 (cinco) niveis de
variacdo. Os resultados indicaram que a maxima atividade enzimatica obtida foi
de 59,85 U/mL nas condi¢des de temperatura de 33°C, pH 6,2 e concentracdo

de in6culo 20% (v/v), agitacdo de 180 rpm e 72 horas de fermentacéo.

Palavras chave: atividade enzimatica, delineamento experimental, intolerancia

a lactose, lactase

* Situacéo: Sera submetido a International Journal of Food Microbiology. Alessandra
Bosso ¥, Adriana Aparecida Bosso Tomal®, Lucas Caldeirdo® Raul Jorge Hernan
Castro Gomez®. *Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade
Estadual de Londrina, Londrina, Parand, Brasil. "Autor correspondente: Departamento
de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Rod Celso
Garcia Cid, PR 445, Km 380, Campus Universitario, C. P. 6001, CEP 86051-990,
Londrina, Parana, Brasil. Tel.: +55 43 3371 4565; fax: +55 43 3371 4080. E-mail:
alessandrabosso@yahoo.com.br
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3.1 INTRODUCAO
2.2.1 Lactose

A lactose comumente conhecida como agucar do leite, € encontrada no
leite animal e em seus derivados. E o principal dissacarideo presente no leite,
formado por dois acucares redutores simples, glicose e galactose (MORAIS,
2007; NEU, 2010). Possui um poder adogante e solubilidade relativamente
baixos (ADAM et al., 2004; LADERO et al., 2000).

Este dissacarideo é hidrolisado pela enzima intestinal f-D-galactosidase
ou lactase, liberando seus componentes monossacaridicos, glicose e galactose
(Figura 1), para absorcdo na corrente sanguinea afim de digerir e absorver
estes aclucares (BARBOSA; ANDREAZZI, 2011). A hidrélise da lactose se faz
necessaria quando o individuo é acometido pela intolerancia a lactose
(BIPASHA et al., 2015).

Figura 1 — Reagdo de hidrolise enzimatica de lactose através do uso de B-
galactosidase

HOCH,

HO(;.H, OH DOH
H 1 O Galactose
' \ O fF-Galactosidase
OH p OH H.O \ HOCH,
O 2
OH HOCH,
Lactose

(_-;Ilcose

Fonte: VIEIRA (2009)

2.2.2 Intolerancia alactose

Intoler&ncia a lactose é a incapacidade parcial ou completa em digerir
esse dissacarideo (TOMAR, 2014). Essa sindrome é caracterizada pela
insuficiéncia ou a nao persisténcia da enzima entérica B-galactosidase no
organismo, que resulta na diminui¢cdo da atividade da enzima na membrana de

borda da mucosa do intestino delgado (JUAJUN et al., 2011). A lactose néo
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absorvida passa pelo célon e é fermentada por bactérias, havendo producédo de
acidos organicos de cadeia curta e gases, o que resulta em irritacdo da mucosa
intestinal causando desconforto, que vai desde diarreia e dor abdominal a
desnutricdo grave (MAHAN; STUMP, 2005). A extensdo destes sintomas €
variavel de individuo para individuo (TOMAR, 2014).

A intolerancia a lactose é uma das deficiéncias enzimaticas mais
comuns, acometendo grande parte da populagcdo mundial (SWAGERTY et al.,
2002; KONG et al, 2014). Estima-se que acometa 70% da populacdo mundial
adulta, e o leste asiatico tem o maior niumero de intolerantes, com mais de 90%
da populacdo (HUSAIN, 2010). Os sintomas sdo aliviados pela reducédo do
consumo de alimentos que contenham lactose (JURADO et al., 2002).

Assim, essa intolerancia promove a existéncia de um mercado
consideravel para produtos sem lactose. A fim de produzir tais produtos é
necessario que haja a hidrolise da lactose utilizando a B-galactosidases para o
processo (GUIMARAES et al., 2010).

2.2.3 A enzima B-galactosidase

As B-galactosidases (galactose hidrolase [-D-galactosideo, EC
3.2.1.23), popularmente conhecidas como lactases, sdo enzimas hidroliticas
que atuam na hidrélise da lactose, sendo empregadas na obtencdo de
alimentos destinados a consumidores intolerantes ao dissacarideo
(HEIDTMANN et al., 2012; KAMRAN et al.,, 2016). A sua principal aplicacao
tem sido a hidrdlise da lactose em leite e derivados (PEREIRA-RODRIGUEZ et
al., 2012).

A enzima [(-galactosidase pode ser obtida diversas fontes, como
microrganismos, plantas e animais. De acordo com sua fonte, suas
propriedades diferem notadamente (PANESAR et al., 2007). No entanto, a facil
manipulagéo e os rendimentos promissores obtidos com microrganismo, tém
favorecido como principal fonte de produgéao industrial de B-galactosidase (LEE
et al., 2003). Dentre os microrganismos mais comuns para a producdo da
enzima estdo os fungos filamentosos e as leveduras (KIM et al., 2004;
KLEWICKI, 2007; RECH; AYUB, 2007; RUBIO-TEXEIRA, 2006; TELLO-SOLIS
et al., 2005).
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Tradicionalmente, as [-galactosidases possuem grande interesse
tecnolégico pelas industrias e as mais utilizadas sdo as provenientes de
Aspergillus spp, Kluyveromyces spp e Saccharomyces spp, pois podem ser
obtidas prontamente e com elevado rendimento de culturas destes
microrganismos. Adicionalmente, produtos obtidos a partir desses
microrganismos sao classificados como “GRAS” (Generally Recognized As
Safe) pela Food and Drug Administraion (FDA), o que demostra ser um produto
seguro para o consumo humano.

O interesse econdbmico na B-galactosidase estd na grande parcela da
populacdo mundial que é intolerante a lactose (MARTINS et al., 2002).

Convencionalmente, sua aplicacédo principal € a hidrolise da lactose de
leite e derivados, mas recentemente, tém sido extensivamente estudadas a sua
atividade transglicolitica para a produgcdo de alimentos funcionais
(NUMANOGLU; SUNGUR, 2004; PIVARNIK et al., 1995).

Outra alternativa para individuos acometidos pela intolerancia a lactose,
€ a ingestdo da enzima [(-galactosidase como suplemento alimentar em
preparacdes farmacéuticas (O’'CONNELL; WALSH, 2008).

2.2.4 Importancia e aplicacdes da B-galactosidase

O elevado namero de individuos com por essa patologia fez aumentar o
interesse da industria de alimentos em aplicar tecnologias capazes de diminuir
o teor desse acucar em produtos lacteos (HARJU et al., 2012; MARTINS et al.,
2012).

Outras aplicagbes importantes da enzima [-galactosidase tem sido
relatadas nas industrias de laticinios e indUstrias farmacéuticas. Na primeira a
lactose € utilizada para reduzir o efeito da cristalizacdo de lactose no leite
condensado e produtos lacteos congelados (ANSARI; HUSAIN, 2011;
ELNASHAR; YASSIN, 2009; GROSOVA et al., 2008; HAIDER; HUSAIN, 2008).
Ja as industrias farmacéuticas vém se baseando na terapia de reposi¢cao de B-
galactosidase para suprir a deficiéncia do organismo (MONTALTO et al., 2006).

Diante deste contexto, as industrias vém buscando alternativas que

atendam as pessoas com deficiéncia da enzima [(3-galactosidase, seja na linha
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de produtos com baixo teor de lactose, seja produzindo formas farmacéuticas
de lactase (KLEIN, 2010; MESSIA et al., 2007; TREVISAN, 2008).

2.2.5 Influéncia do pH, temperatura e concentracdo do in6culo na
producao da enzima lactase

Os parametros como temperatura, pH e concentracdo de indculo
quantificam a reproducéo e morte celular na producdo enzimética. Assim como
0S substratos, as condi¢goes de producgdo sdo informacgdes importantes para a
elaboracdo de estratégias e de controles mais eficientes para a producédo da
enzima B-galactosidase nas industrias (SCHIMIDEL, 2001).

O potencial de aplicacdo para determinada enzima em processos
industriais depende de sua atuacdo catalitica, ou seja, sua atividade e sua
estabilidade sob diferentes condi¢cdes fisicas, como pH e temperatura
(FURLAN et al., 2001; LEHNINGER, 1997).

Diversos autores vém desenvolvendo pesquisas visando determinar as
melhores condic¢des, tanto do ponto de vista econbmico como ambiental, para
producdo de bioprodutos. Para tanto, observa-se um maior interesse nas
variaveis como pH, fonte energética, concentracdo ibnica, temperatura, e
condi¢cbes de cultivo (AKTAS et al., 2006; HSU et al., 2005; HSU et al., 2007;
JURADO et al., 2004; NOR et al., 2001)

Dentre os fatores que afetam a atividade enzimatica, destaca-se a
concentracdo de H' (pH), que esta associada a estrutura tridimensional da
enzima. A partir da diminuicdo ou aumento do pH no meio reativo, € possivel
que ocorra alteracdo na estrutura da enzima, levando-a a desnaturagao
(KIELING, 2002). Dentre os parametros fisicos o pH do meio de fermentacéo
desempenha papel importante na producdo da enzima, induzindo alteracGes
morfolégicas no microrganismo e consequentemente na producdo enzimética e
na estabilidade do produto (GUPTA et al., 1994).

As B-galactosidases produzidas por bactérias e leveduras possuem pH
o0timo em faixa proxima da neutralidade, de 6,0 a 8,0, enquanto que as
originadas de fungos filamentosos possuem melhor rendimento em faixa de pH
acido, variando entre 2,5 a 4,5 (KLEIN, 2010; SCHOLZ, 2011).
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Um fator de grande relevancia na velocidade da maioria das reacoes
quimicas € a temperatura, visto que estad diretamente relacionada com a
agitacao das moléculas, de modo que baixas temperaturas desfavorecem, pela
falta de energia suficiente, a ocorréncia de uma reacdo quimica (KIELING,
2002).

Por outro lado, as reacdes envolvendo enzimas podem apresentar efeito
inverso como consequéncia do aumento da temperatura. Assim, pode-se
visualizar a diminuicdo da velocidade de reacéo, e dependendo do aumento da
temperatura, é possivel levar a desnaturacdo de enzima, fato este que
comprova que, maiores resultados na atividade da enzima em virtude do
aumento da temperatura, séo limitados pela estabilidade da proteina (GUPTA
et al., 1994).

2.2.6 Desenho experimental

Para o delineamento experimental e andlise dos resultados obtidos, foi
utilizada a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM - Response Surface
Metodology) utilizando o programa “Statistica 7.0”. Esta metodologia tem sido
usada como importante ferramenta de avaliagcdo dos parametros de processos
para otimizagdo da producdo de bioprodutos (AKTAS et al., 2006; BARROS
NETO, et al., 2001; HE; TAN, 2006; LIU et al., 2006).

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi estudar a influéncia dos
parametros de temperatura, pH e concentracdo do indculo na otimizacdo da

producao da 3-galactosidase produzida por Saccharomyces fragilis 1Z 275.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Microrganismo e indculo

O microrganismo utilizado foi a levedura Saccharomyces fragilis 1Z 275.
A levedura foi mantida a 4°C em tubos contendo Agar Batata Dextrose (ABD).
A cultura foi reativada em caldo YM (extrato de malte 2% e extrato de levedura
0,5% (m/v)) incubada a 30°C, durante 48 horas, em agitador orbital a 180 rpm

de agitacdo. O in6culo foi padronizado pela contagem de células em camara de
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Neubauer (SANTIAGO et al., 2004) e posteriormente transferida (v/v) para o
meio de fermentacdo (NOR, et al., 2001).

3.2.2 Meio de producgéo

A Saccharomyces fragilis 1Z 275 foi cultivada em meio de fermentacgéo
composto por sacarose (14 g/L), soro de leite (17,7 g/L), glicose (10 g/L),
lactose (10 g/L), extrato de levedura (5,14 g/L), peptona (8,85 g/L), MgSOy4 (7
g/L) e KoHPO4 (5 g/L), sob condicbes de agitacdo de 180 rpm, durante 72
horas. O meio foi conduzido em Erlenmeyers de 250mL de capacidade,

contendo 100 mL de meio de fermentacao otimizada pelo autor.

3.2.3 Determinacdo do pH, temperatura e concentragdo do inéculo

O pH dos meios de fermentacBes foram ajustados em potencibmetro
(Hanna Instruments - modelo HI3221). Apos calibracdo com solugcédo padréo,
pH 4,0, 7,0 e 10,0 (AOAC, 2006) conforme desenho experimental. A
temperatura foi ajustada em incubadora rotatéria orbital (Tecnal, modelo TE-
421), o volume da concentracdo do indculo (v/v) foi adicionada aos meios de
fermentacdes, também conforme tabela 1. As condi¢cdes de cultivo como a
agitacdo e tempo de fermentagdo foram definidas de acordo com a literatura
(BRAGA et al., 2013; DAGBAGLI; GOKSUNGUR, 2008; HSU et al., 2005;
KUMAR et al., 2012; LIMA et al., 2011; MANERA et al.,2011).

Erlenmeyers de 250 mL de capacidade com 100 mL do meio de
fermentacdo foram utilizados para o estudo. As fermentacdes foram
conduzidas em incubadora rotatéria orbital, com variacao do pH, temperatura e
concentracdo de inéculo. A agitacdo foi mantida em 180 rpm, durante 72 horas,

tendo como resposta a atividade enzimatica (U/mL).
3.2.4 Desenho experimental
As variaveis estudadas e seus niveis de variacdo encontram-se na

Tabela 1. Os efeitos das variaveis pH, temperatura e concentracdes do inéculo,

sobre a producdo de [-galactosidase foram estudadas utilizando um
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Delineamento Experimental Central Composto Rotacional 2°® com trés
repeticbes no ponto central e seis pontos axiais totalizando 17 experimentos
(Tabela 2).

Tabela 1 - Variaveis independentes e seus niveis de variagdo no Delineamento
Central Composto Rotacional (DCCR) 2° com trés pontos centrais e seis

pontos axiais

NIVEIS DE VARIACAO

Variaveis Independentes -1,68 -1.00 0 +1,00 +1,68
Temperatura °C, X; 26,6 30 35 40 43,4

pH, X, 4,31 5,0 6,0 7,0 7,68
Concentracao do inéculo %, X3 3,18 10 20 30 36,82

Tabela 2 - Matriz do DCCR 2 para os niveis codificados dos parametros de
temperatura (X1), pH (X2) e concentracao de inoculo (X3)

Ensaio X1 X2 X
(Temperatura, °C) (pH) (In6éculo, %)

1 -1 -1 -1
2 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1
4 -1 +1 +1
5 +1 -1 -1
6 +1 -1 +1
7 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1
9 -1,68 0 0
10 +1,68 0 0
11 0 -1,68 0
12 0 +1,68 0
13 0 0 -1,68
14 0 0 +1,68
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
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3.2.5 Extracao da B-galactosidase

A extragdo da [(-galactosidase intracelular das células de
Saccharomyces fragilis, foi realizada utilizando-se o solvente cloroférmio (PA),

conforme procedimento descrito por Nunes et al. (1993).

3.2.6 Determinacgao da atividade de B-galactosidase

A atividade enzimatica foi determinada usando o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG) como substrato, segundo metodologia descrita por
Inchaurrondo et al. (1994).

3.2.7 Anédlise estatistica

Os dados obtidos a partir dos ensaios experimentais foram tratados no
software “Statistica 7.0” (STATSOFT INC., 2007) para verificagdo dos efeitos
das variaveis independentes sobre a variavel resposta, atividade enzimatica, ao

nivel de significancia de 5%.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variaveis independentes estudadas no Delineamento Central
Composto Rotacional (DCCR) estédo apresentadas na Tabela 3.

Os resultados obtidos no DCCR e a resposta (atividade enzimatica
U/mL) evidenciaram a influéncia da variagdo dos niveis dos fatores sobre a
producdo da enzima [-galactosidase utilizando a levedura de Saccharomyces
fragilis.
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Tabela 3 - Matriz do DCCR 2* decodificada para as variaveis independentes
temperatura (X1), pH (X2) e concentracdo do inéculo (X3), tendo a atividade

enzimatica como resposta (U/mL)

Atividade
Ensaio X * %3 enzimética

(Temperatura, °C) (pH) (Inéculo, %) UimL)
1 30 5,0 10 29,69
2 30 5,0 30 21,01
3 30 7,0 10 46,50
4 30 7,0 30 44,62
5 40 5,0 10 0,13
6 40 5,0 30 0,11
7 40 7,0 10 0,12
8 40 7,0 30 0,63
9 26,6 6,0 20 11,68
10 43,4 6,0 20 0,10
11 35 4,31 20 0,10
12 35 7,68 20 22,71
13 35 6,0 3,18 0,10
14 35 6,0 36,82 21,93
15 35 6,0 20 58,51
16 35 6,0 20 58,05
17 35 6,0 20 58,11

Na Tabela 4 o modelo mostrou-se significativo para os parametros,
temperatura linear e quadratica, pH quadratico e concentracdo do in6culo
quadratico. E ndo significativos para os termos pH linear, concentracdo do
inoculo linear e as interacdes temperatura vs pH, temperatura vs concentracao
do in6culo e pH vs concentracdo do indculo. No entanto apesar desses termos
apresentarem-se como nao significativos, optou-se por manté-los no modelo

para preservar o coeficiente de determinacao (R?) em 0,85.
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Tabela 4 - Estimativa dos efeitos para atividade da p-galactosidase utilizando

DCCR

Fator Efeitos Erro Padréo t(2) p
Média 57,5178 0,144102 399,145 0,000006*
Temperatura (L) -23,4102 0,135362 -172,946 0,000033*
Temperatura (Q) -32,1458 0,149105 -215,592 0,000022*
pH (L) 11,4484 0,135230 84,658 0,000139
pH (Q) -27,9547 0,148506 -188,240  0,000028*
Concentragéao (L) 3,9021 0,135328 28,834 0,001201
Concentracao (Q) -28,3285 0,148955 -190,181 0,000028*
1L X 2L -9,9775 0,176824 -56,426 0,000314
1L X 3L 2,7625 0,176824 15,623 0,004072
2L X 3L 1,8325 0,176824 10,363 0,009183

L= termo linear; Q= termo quadratico, *significativo (p < 0,05), Coeficiente de

regresséo (R?)=0,85

O coeficiente de determinacdo (R? de 0,85 mede a proporcdo da
variacao total da resposta que é explicada pelo modelo, ou seja, que ha 85%
de probabilidade dos resultados serem repetidos, mostrando assim uma boa
relacdo entre os parametros de processo estudados e a atividade da enzima
produzida. Assim sendo, o modelo pode ser utilizado para fins de predicéo e
otimizacao.

A andlise de variancia esta apresentada na Tabela 5. O modelo de
regressao gerado foi significativo (p<0,05) porque 0 Fcaculado = 17604,04 foi
maior que 0 Fipelado = 19,38. Porém, a falta de ajuste também foi significativa
(Fcaiculado = 4065,87 > Fiapelado = 19,30), embora o ideal seria um valor de

Fcalculado MeNOr que 0 Fuapelado Para a falta de ajuste, ou seja, néo significativa.
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Entretanto, como as médias nos pontos centrais foram muito proximas e o erro
puro baixo (razédo para o F da falta de ajuste alto), o modelo foi considerado
vélido para fins preditivos (BARROS NETO et al., 1995; BARROS NETO et al.,
2001).

De acordo com Waszczynsky e Nelsen (1996), quando o erro
experimental da média quadratica assumir valor extremamente baixo, os testes
de significancia para a falta de ajuste devem ser considerados irrelevantes, o

gue corrobora com os dados deste trabalho.

Tabela 5 - Analise de variancia (ANOVA) para o modelo.

o Somados Grausde  Média
Fonte de variacao _ - Feal Ftab
guadrados liberdade quadratica

Regressao 9981,49 9 1109,05 17604,04 19,38
Falta de ajuste 1280,77 5 256,15 4065,87 19,30*
Erro puro 0,125 2 0,063
Total 11262,38 16

R2 = 0,85 * significativo (p < 0,05)

A partir das superficies de resposta (Figura 2 A, B e C), foi possivel
observar que as maiores atividades da enzima estdo na regido do ponto central
(média de 58,22 U/mL £ 0,25), nos quais as condi¢cdes experimentais foram:
temperatura 35°C, pH 6,0 e concentracédo do inéculo 20% (v/v).

Diante das figuras das Superficies de Respostas foi possivel observar
também, que as interacfes entre varidveis estudadas temperatura, pH e
concentracdo do inoculo sdo dependentes entre si, sendo que o aumento dos
niveis aumenta a resposta da atividade enzimatica, exceto nas extremidades
onde verifica-se queda acentuada da resposta, que pode estar relacionada com

a desnaturacdo enzimatica.



Figura 2 - Superficies de Resposta para Delineamento Central Composto
Rotacional (DCCR)
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Panesar (2008) relatou que temperaturas de cultivo da levedura acima
ou abaixo de ponto 6timo do crescimento, faz com que haja problemas de
metabolismo celular e consequentemente pode afetar a atividade enziméatica e
implicar em perdas de produtividade. Isso pode ser confirmado, pois as
leveduras sao microrganismos mesdofilos, e em geral, as temperaturas 6timas
para a sua utilizacdo em processos fermentativos se situam-se na faixa entre
25°C - 35°C.

No que diz respeito ao pH, Neves (2003), assegurou que é uma
importante varidvel a ser estudada em um processo fermentativo por
microrganismos, pois cada cepa possui uma faixa 6tima de pH. Klovrychev et
al. (1979) afirmaram que o pH de um sistema afeta, pelo menos, dois aspectos
de células microbianas, ou seja, o funcionamento das suas enzimas e 0O
transporte de nutrientes dentro da célula. J& na concentragdo de indculo,
estudo realizado por Panesar (2008) verificou que as concentra¢des do inoculo

entre 4% e 12% (v/v) na producdo de lactase com K. marxianus promoveu a
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menor atividade da enzima quando foi obtida com a menor concentracdo de
in6culo. Resultado semelhante ao estudo apresentado

Outros autores realizaram trabalhos analogos para a producédo da
enzima [(-galactosidase utilizando leveduras. Manera et al. (2008), otimizaram
a produgdao de [-galactosidase utilizando K. marxianus CCT 7082, por
fermentacdo submersa, utilizando o planejamento experimental e Metodologia
de Superficie de Resposta. Os valores estabelecidos para a maior atividade
enzimatica foram pH 6,0, lactose 28,2 g/L, (NH4)SO, 8,8 ¢g/L, atividade
enzimatica de 10,6 U/mL, com 120 horas de fermentacdo. Valor de pH muito
préximo ao utilizado nesse trabalho, contudo a atividade alcancada foi de 59,85
U/mL, 5,6 vezes maior e 72 horas de fermentacao.

Furlan et al. (2001), determinou as melhores condi¢cdes de producéo de
lactase, por Kluyveromyces marxianus CDB 002, empregando melaco de cana
(meio isento de lactose). No experimento os autores determinaram pH 5,5 e
temperatura na faixa de 30°C e 34°C como melhores valores, alcancando uma
atividade enzimatica de 21,8 U/mL. No trabalho apresentado a temperatura que
obteve maior atividade € proxima a temperatura de Furlan et al. (2001), no
entanto a atividade enzimatica € superior, 59,85 U/mL. Essa diferenca em
relacdo aos resultados obtidos pode estar relacionada as diferentes fontes de
carbono utilizadas pelos autores.

J& Meera et al. (2013) avaliaram o efeito da temperatura e do pH na
produgédo de B-galactosidase proveniente de levedura probidtica. No estudo a
maior atividade enzimatica foi de 53 U/mL em meio de fermentacdo com pH 5,0
temperatura de 35°C e 24 horas de fermentacdo. Temperatura muito préxima
(33°C) foi otimizada neste trabalho, mas com atividade de 59,85 U/, em periodo
de fermentacdo de 72 horas. As diferengas entre os resultados das atividades
enzimaticas publicados pelos autores podem ser devido a diferentes
composicdes do meio de fermentacdo, diferentes estirpes de levedura utilizada

e também condic¢des de cultivo.

3.3.1 Valores preditos

Baseado na analise de Superficie de Resposta onde pode-se verificar

que existe uma regido de otimizacdo e ndo apenas um ponto de otimizacéo
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para cada variavel, foi realizada a analise de valores preditos (Tabela 6) para
obtencdo da maxima atividade enzimatica através da intrapolacédo das variaveis

independentes.

Tabela 6 - Valores preditos da variavel dependente

Temperatura (°C) pH Concentracao (%) Valor predito (U/mL)
30 6,0 20 53,25
33 6,0 20 59,66
34 6,0 20 59,23
33 59 20 58,94
33 6,2 20 60,24
33 6,3 20 60,11
33 6,2 19 59,90
33 6,2 22 60,06
33 6,2 24 58,75

Diante dos valores observados na tabela dos valores preditos, foi
possivel constatar que a maxima atividade enzimatica (60,24 U/mL) esta
diretamente relacionada com a massa celular produzida nessa condicdo de
cultivo, temperatura 33°C, pH 6,2 e concentracdo do in6culo 20%. Esses
valores estao dentro da regido 6tima indicada pelas andalises das Superficies de

Respostas.
3.3.2 Validacdo do modelo
Afim de validar o modelo predito foi realizado um experimento em

triplicata com o0s seguintes parametros: temperatura 33°C, pH 6,2 e

concentracédo de inéculo 20% eguido pelo teste t Student (Tabela 7).
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Tabela 7 - Teste t Student para validacdo do modelo empirico (p>0,05)

Atividade enzimatica (U/mL) p-valor
Modelo predito 60,24
Validacéao 59,85*+0,51 0,408

*média dos trés experimentos com nivel de significancia (p > 0,05)

3.4 CONCLUSAO

Os resultados apresentados demostraram que a Metodologia de
Superficie de Resposta foi uma ferramenta Gtil para otimizacdo dos parametros
na producado da [(-galactosidase. A maior atividade enzimatica predita pelo
modelo foi de 60,24 U/mL, a validacdo indicou atividade enzimatica de 59,85
U/ml, valor que corresponde a 99,3% do valor predito, confirmando assim a
validade do modelo proposto. Para essa resposta as condi¢coes de producéo da
enzima foram: temperatura 33°C, pH 6,2 e concentracdo e in6culo 20% (v/v),

com agitacdo de 180 rpm e 72 horas de fermentacéo.
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CAPITULO IV - ESTUDO DA OTIMIZACAO DA PERMEABILIZACAO
CELULAR DE SACCHAROMYCES FRAGILIS [Z 275 UTILIZANDO
DIFERENTES SOLVENTES ORGANICOS?®

RESUMO: A hidrolise enziméatica da lactose € uma das aplicacbes
biotecnolégicas mais promissoras na industria alimentar, a qual pode ser
utilizada para solucionar os problemas de individuos com intolerancia a lactose.
Uma alternativa para resolver essa questdo constituiu em permeabilizar as
células de leveduras produtoras da enzima [(-galactosidase que hidrolisa a
lactose. A permeabilizagdo das células de Saccharomyces fragilis 1Z 275 foi
realizada utilizando os solventes organicos etanol, acetona e cloroférmio. Os
experimentos foram conduzidos primeiramente através de um Delineamento
Fatorial 2° com 3 repeticdes no ponto central, avaliando as variaveis
concentracdo de solvente (X;), temperatura (X,) e tempo (X3), tendo como
resposta a porcentagem de hidrélise da lactose em leite integral. Apds
avaliacdo dos resultados, um bloco foi adicionado ao Delineamento Fatorial
com adicdo de 6 pontos axiais e 3 repeticdes no ponto central, configurando
um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) que totalizou 20
ensaios. Utilizando a Metodologia de Superficie de Resposta, foi possivel
observar que as melhores condi¢cdes de otimizagdo do processo para cada
solvente foi: etanol 30%, 35°C e 40 minutos de reacao alcancando 73,53% de
hidrolise da lactose. Ja para acetona, a otimizacdo se deu com 40% de
solvente, temperatura de 39,05°C e 76,18 minutos, com 79,23% de hidrélise da
lactose. Em relacdo ao cloroférmio a melhor resposta foi na concentracdo de
solvente de 4%, temperatura de 25°C e 20 minutos de tratamento, obtendo
assim uma hidrélise da lactose de 81,03%. Diante do exposto concluiu-se que

a permeabilizacéo celular € um método eficaz para hidrolisar a lactose.

Palavras-chave: acetona, cloroférmio, etanol, hidrélise, intolerancia a lactose.
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4.1 INTRODUCAO

A intolerdncia a lactose é uma deficiéncia que acomete em
aproximadamente 70% da populacdo mundial e envolve a auséncia ou a ma
absorcao intestinal da lactose [1]. A lactose € um dissacarideo presente em
leites e derivados, alimentos considerados fontes de calcio e de muita
importancia na alimentacdo humana [2]. Individuos que sdo acometidos pela
intolerdncia a lactose tem auséncia da enzima [3-galactosidase no organismo
[3].

A enzima [-galactosidase ou B-D-galactoside-galactohydrolase (EC
3.2.1.23), também conhecida como lactase, € uma enzima importante
biotecnologicamente em industrias de alimentos e indastrias farmacéuticas
[4,5]. E amplamente utilizada para reduzir o teor de lactose em leite e derivados
lacteos, através da hidrolise enzimatica, resultando em glicose e galactose,
para que assim consumidores intolerantes a esse dissacarideo possam usufruir
de tais produtos [6,7]. A aplicacdo da hidrélise também leva a melhoria das
propriedades sensoriais e tecnoldgicas dos produtos, como maior dogura,
maior solubilidade e prevencado da cristalizacdo do dissacarideo em produtos
congelados [8].

A enzima lactase pode ser obtida por diferentes fontes como,
microrganismos, plantas e células animais, contudo as obtidas por
microrganismos Sao as mais interessantes do ponto de vista tecnolégico [9,10].
As provenientes de leveduras sdo comumente utilizadas na producdo da
enzima [(-galactosidase e também reconhecidas como Generally Recognized
as Safe (GRAS) [11,12]. Nesse contexto, a enzima lactase produzida por
leveduras possui pH de atuacdo neutro, o que é adequado para o0 processo de
hidrolise da lactose em leites e soro de leite doce por exemplo [13].

No entanto, as aplicacdes industriais da hidrélise enzimatica séo
dificultadas devido a localizacdo intracelular da enzima de levedura, o que
torna o processo de extragdo complexo e oneroso [13]. Sendo assim existe a
necessidade do rompimento celular ou da permeabilizacdo da membrana da
célula sem causar desnaturacdo da enzima [14]. Dessa maneira a técnica de

permeabilizacdo pode auxiliar na resolucdo dessa problematica, e assim
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permitir que a molécula-alvo seja liberada para o meio extracelular sem
formacdes de fragmentos celulares [15].

A permeabilizacdo celular € um processo para se obter enzimas
intracelulares [16]. Essa técnica modifica a estrutura da membrana do
microrganismo, diminuindo o contetdo de fosfolipidios na membrana e
facilitando a entrada e saida de solutos, tais como a lactose e seus produtos
reacionais, para aumentar a permeabilidade da célula [17,18,19]. Os métodos
de permeabilizacdo sdo simples, rapidos e permitem o ensaio de enzimas sob
0 meio ambiente natural da célula [20]. Segundo Somkuti, Dominiecki e
Steinberg [21] as células permeabilizadas podem ser consideradas portadoras
de enzimas as quais permanecem em estado naturalmente imobilizado. Assim,
as ceélulas sdo poupadas de tratamentos drasticos, como a ruptura celular [18].

Varios solventes tém sido utilizados para este fim devido ao baixo custo
e boa permeabilizacdo obtida [22]. Diversos processos de permeabilizacdo de
células de microrganismos com solventes organicos sao relatados na literatura,
solventes como etanol, cloroférmio, e também misturas de solventes organicos
como cloroférmio-etanol, etanol-isopropano tém sido estudados para o
aumento da permeabilidade celular [22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29].

Jorddo, Brando e Passos [30] estudaram a capacidade de
permeabilizacdo das células de Kluyveromyces lactis. Os autores relataram
que a enzima contida nas células secas permeabilizadas com etanol 50%
apresentou boa capacidade de hidrélise da lactose no leite (0,35mM/min/mg de
célula) e também alta estabilidade. Flores, Voget e Ertola [31] permeabilizaram
células de Kluyveromyces lactis utilizando como solvente, cloroférmio, tolueno
e etanol e suas misturas. Os autores relataram que a permeabilizacao celular
foi altamente dependente da concentracdo do solvente, temperatura e tempo.
Nesse estudo a méaxima resposta obtida foi com 2% de cloroférmio em
temperaturas entre 5 e 37°C, os autores ressaltaram que a 37°C a
permeabilizacdo foi mais rapida (5 min), alcangcando atividade de 10,8 pmol/min
de ONPG.

Assim, a permeabilizacédo de células pode ser utilizada como ferramenta
importante para o processo de biotransformac&o que pode ser uma alternativa

viavel na producao de produtos com baixo teor de lactose [20].
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Dessa forma o objetivo do trabalho foi otimizar as condi¢cdes do processo
de permeabilizacdo de células de Saccharomyces fragilis 1Z 275 com solventes
organicos, etanol, acetona e cloroformio, para a maxima hidrélise da lactose

utilizando Metodologia de Superficie de Resposta.
4.2 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Microrganismo e inoculo

O microrganismo utilizado nesse estudo foi a Saccharomyces fragilis 1Z
275. A levedura foi mantida a 4°C em tubos de rosca inclinado contendo Agar
Batata Dextrose (ABD). A cultura foi reativada em caldo YM (extrato de malte
2% e extrato de levedura 0,5% (m/v)), incubada a 30°C, durante 48 horas, em
agitador orbital a 180 rpm de agitacdo. O in6culo foi padronizado pela
contagem de células em camara de Neubauer [14] e posteriormente transferido

(v/v) para o meio de fermentacéo [32].
4.2.2 Meio de fermentacao

A Saccharomyces fragilis 1Z 275 foi cultivada em meio de fermentacéo
composto por sacarose (14 g/L), soro de leite (17,7 g/L), glicose (10 g/L),
lactose (10 g/L), extrato de levedura (5,14 g/L), peptona (8,85 g/L), MgSOy, (7
g/L) e K;HPO4 (5 g/L), em condigcbes de temperatura de 33°C, pH 6,3 e
concentracdo do inéculo 20% (v/v) em agitacdo de 180 rpm, durante 72 horas.
O meio foi conduzido em Erlenmeyers de 250 mL de capacidade, contendo 100

mL de meio de fermentacéo.

4.2.3 Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) na

Permeabilizacédo celular

Para avaliar os parametros da permeabilizacdo celular da
Saccharomyces fragilis 1Z 275 em relagdo a hidrolise da lactose, foi aplicado
um Delineamento Central Composto Rotacional (DCCR) para cada solvente
(etanol, acetona e cloroformio) contendo trés variaveis e replicatas no ponto
central. As variaveis independentes codificadas e ndo codificadas estdo

apresentadas na Tabela 1 com seus niveis de variagcdo. O DCCR foi realizado
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em 2 blocos (Tabela 2). O bloco de modelagem exploratéria (bloco 1) foi
realizado com 11 ensaios (8 pontos fatoriais e 3 pontos centrais). A modelagem
foi realizada no bloco 2 com 9 ensaios (6 pontos axiais e 3 pontos centrais),

para a otimizagéo, totalizando 20 ensaios nos dois blocos.

Tabelas 1 - Variaveis independentes e niveis de variacdo no DCCR

NIVEIS DE VARIACAO
Variaveis Independentes -1,80 -1.00 0 +1,00 +1,80
Etanol ou Acetona
Concentracédo de solvente (%) X; 11,90 20 30 40 48,09

Temperatura (°C) X, 20,95 25 30 35 39,05

Tempo (min) X3 3,82 20 40 60 76,18
Cloroférmio

Concentracédo de solvente (%) X; 1,19 2,00 3,00 4,00 4,81

Temperatura (°C) X, 20,95 25 30 35 39,05

Tempo (min) X3 3,82 20 40 60 76,18

A funcgdo resposta (hidrélise da lactose) foi utilizada para realizar a
andlise de regressao e analise de variancia (ANOVA). As figuras de Superficie
de Resposta e Perfil de Desejabilidade foram geradas para a funcéo resposta.
Todas as analises executadas foram realizadas com o software statistica 7.0
[33].

Apés a analise da Superficie de Resposta e representacdo grafica do
Perfil de Desejabilidade para a maxima hidrolise da lactose, o modelo proposto
foi validado e novos ensaios foram realizados em triplicata, os resultados foram

comparados com a resposta estimada por Teste t de Student (p > 0,05).

4.2.4 Permeabilizacdo de células de levedura de Saccharomyces
fragilis 1Z 275

A permeabilizacdo das células de levedura foi realizada segundo
Panesar et al. [13] com modificagbes. Foram coletados 5 mL do meio de
fermentacdo, em seguida foi realizada a centrifugacao (6000g, 10 min a 5°C).
O sobrenadante foi descartado e a biomassa de levedura lavada duas vezes
com tampéo fosfato (0,1 M, pH 6,6) nas mesmas condicdes acima citadas.
Novamente o sobrenadante foi descartado e a biomassa utilizada para o
processo de permeabilizacdo. As concentracdes dos solventes, bem como a

temperatura e o tempo, foram determinadas conforme Delineamento
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Experimental. Apds a adicdo dos solventes (m/v), os tubos foram
homogeneizados em vortex e os ensaios foram conduzidos em banho-maria.
Apos a finalizacdo do processo de permeabilizagéo os tubos foram levados em
banho de gelo para interromper o procedimento e em seguida foram
centrifugados (6000g, 10 min, 5°C) para a remocéo do excesso de solvente.

425 Determinacdo da hidrélise da lactose com células
permeabilizadas

Para determinar a hidrélise da lactose, a massa celular permeabilizada
(equivalente a 5mL do meio) adicionada em 50 mL de leite integral e levada
em banho-maria a 37°C durante 60 minutos. Em seguida as amostras foram
colocadas e levadas em banho de agua fervente por 5 minutos para paralisar a
reacdo de hidrolise e posteriormente em banho de gelo por 3 minutos para
posterior andlise. A concentracdo de glicose foi determinada pelo método da
glicose oxidase utilizando kit Glicose-Laborclin Bioliquid. A absorbancia foi
medida em espectrofotdbmetro a 505 nm. A concentracgéo inicial de lactose e a
concentracdo de glicose liberadas foram utilizadas para calcular a porcentagem

de hidrolise.
4.2.6 Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise de microscopia eletrbnica de varredura para visualiza¢do das
células permeabilizadas foi realizada no Laboratério de Microscopia Eletrénica
e Microanalise da Universidade Estadual de Londrina. As amostras foram
primeiramente fixadas em glutaraldeido 3% e paraformaldeido 3% e aderidas
em laminula preparada com polidextrina, e mantidas overnight em temperatura
refrigerada. Em seguida realizou-se 3 banhos de 15 minutos com tampao
fosfato 0,1M, e fixacdo em 6ésmio 1% durante 1 hora seguido de banho de 15
minutos em tampao fosfato 0,1M e mais 3 banhos seriados em alcool 70%,
80%, 90% e 100%. Posteriormente as amostras foram montadas em stubs de
aluminio usando fitas de carbono e cobertas com ouro (Sputter coater- Baltec
SCD 050). As imagens foram obtidas utilizando o microscépio eletronico de
varredura FEIQuanta 200.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, foi realizado, para fins exploratorios, um planejamento
fatorial 23 com trés repeticbes no ponto central para cada solvente (corridas 1-
11). Um segundo bloco de experimentos foi realizado contendo seis pontos
axiais e trés pontos centrais, a fim de otimizar as variaveis estudadas (corridas
12-20) (Tabela 2).

Tabela 2 - Matriz do planejamento com as variaveis codificadas para o estudo
de otimizagdo da permeabilizacdo celular de Saccharomyces fragilis 1Z 275

tendo a hidrolise da lactose como resposta

X1 X, X3 Y2 Y® Y®
Corrida (Conc. de (Temperatura  (Tempo (Hidrélise (Hidrélise (Hidrélise

solvente (%)) (°C) (min)) (%)) (%)) (%))
1 -1 -1 -1 41,96 72,55 77,18
2 1 -1 -1 64,27 76,92 81,03
3 -1 1 -1 69,32 75,52 76,41
4 1 1 -1 70,26 73,97 74,53
5 -1 -1 1 49,40 67,32 64,02
6 1 -1 1 76,15 70,07 70,77
7 -1 1 1 74,36 72,11 78,03
8 1 1 1 77,00 75,32 75,47
9 0 0 0 73,93 73,34 73,08
10 0 0 0 73,42 72,89 73,38
11 0 0 0 74,20 72,76 74,01
12 -1,80 0 0 48,87 54,44 45,32
13 1,80 0 0 64,33 63,27 63,45
14 0 -1,80 0 67,17 66,15 49,77
15 0 1,80 0 63,54 81,48 47,79
16 0 0 -1,80 67,70 66,76 68,14
17 0 0 1,80 60,97 71,54 64,42
18 0 0 0 74,07 71,96 73,76
19 0 0 0 73,36 72,71 74,86
20 0 0 0 73,79 72,88 73,88

Y?% de hidrélise para planejamento com etanol; Y% de hidrélise para planejamento
com acetona; Y% de hidrélise para planejamento com cloroférmio.
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Os modelos quadraticos gerados para os trés planejamentos foram
submetidos a analise de variancia (ANOVA) e apresentaram alta significancia
estatistica, ou seja, as variaveis estudadas influenciaram a permeabilizacéo
celular estimada pela porcentagem de hidrélise (Tabela 3). Foi possivel
observar também que os modelos sofreram falta de ajuste, entretanto, apds
avaliacdo residual (residuos vs. preditos) ndo foi constatado um
comportamento  distinto da distribuichio normal e caracteristicas
heterocedasticas. Adicionalmente, os valores das médias quadraticas do erro
puro para os modelos (MQep) resultaram em valores muito baixos para os que
utilizaram etanol ou acetona como solvente permeabilizante (etanol = 0,1423 e
acetona = 0,1775), logo, o valor de F para o ajuste do modelo para as
respostas podem ser superestimados com a subestimacao do valor de MQep,
resultando na falta de ajuste observada.

O modelo para planejamento envolvendo o cloroférmio, apresentou
residuos muito elevados (observados vs predito), portanto, o modelo foi
desconsiderado. Também foi observado que existe uma diferenca expressiva
entre os blocos, essa diferenca deve-se as condigdes extremas proporcionadas
pelos pontos axiais que inviabilizaram a permeabilizacdo e consequentemente
a porcentagem de hidrolise, seja pela baixa concentracdo de solvente (ensaio
12), tempo insuficientemente curto para a acdo do solvente (ensaio 14) ou
excessivamente longo (ensaio 15), que pode ter levado a ruptura celular e
extravasamento da enzima de interesse. A maior resposta para esse
planejamento foi para o ensaio 2 (81,03% de hidrélise da lactose), o qual foi
realizado com 4% de solvente, temperatura de 25°C e 20 minutos de
tratamento. Esse resultado foi, assim como no planejamento utilizando

acetona, 8,5 unidades maiores do que a média de todos 0s ensaios (72,41%).
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Tabela 3 - Coeficientes e estatistica F para modelos gerados a partir do planejamento experimental.

Experimentos Intercepto Bloco Coeficiente
X1 X2 Xg X2 X2 X XXz XXz XoXs Frec Fras

Etanol 73,83 0,84 554 -489 361 -2,22 1,30 -2,53 -568 0,77 -094 1216,31? 556,19 "

Acetona 72,82 -1,81 1,33 -3,02 260 1,09 -0,38 -0,34 -0,68 - 1,25 232,72° 88,93°

Cloroférmio 72,41 -6,34 2,68 -2,74 0,54 -445 -190 0,90 -1,88 - 3,25 241,19° 151,59¢

X;= concentracgdo (L) X, = temperatura (L); X5= tempo (L); X;2=concentragdo (Q); X,2= temperatura (Q); X3?= tempo (Q); X1X, =concentragdo vs

temperatura; X;X3 = concentragao vs tempo e X,X; = temperatura vs tempo.
Fres = Valor de F para regressao; Feay = Valor de F para falta de ajuste; ® F critico = 6,00; ® F critico = 6,26; ¢ F critico = 6,04; ¢ F critico = 6,16.
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A partir das Superficies de Resposta geradas para o0 delineamento
envolvendo o etanol como solvente permeabilizante, foi possivel observar as
dependéncias entre as variaveis. A Figura 1A indica que a temperatura mostrou-se
dependente da concentracdo de etanol, uma vez que a resposta (hidrélise da
lactose) aumentou quando a temperatura esteve nos seus niveis mais elevados em
relacdo & mesma concentracéo de etanol.

Na Figura 1B foi possivel observar que as maiores respostas estdo na regiao
do ponto central, e que a dependéncia do tempo em relacdo a concentracao de
etanol indicou que nos niveis extremos tem-se menores respostas.

A interacdo tempo versus temperatura (Figura 1C) indica que a hidrélise da
lactose é dependente dessas variaveis, uma vez que a resposta aumentou quando a
temperatura foi mais elevada em relacdo a um mesmo tempo.

Figura 1 - Superficies de resposta para DCCR utilizando etanol como solvente
permeabilizante.
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Na Figura 2 observa-se a Superficie de Resposta gerada para o delineamento
utilizando acetona como solvente de permeabilizacdo. Nota-se que as maiores
porcentagens da hidrolise da lactose estdo associadas nos maiores niveis de
temperatura, entretanto a resposta € diminuida quando utilizada as concentracdes

de acetona nos niveis extremos (Figura 2A). O mesmo ocorre na interacdo entre
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concentracdo de acetona e tempo para a hidrélise da lactose (Figura 2B). A Figura
2C indica que a temperatura € dependente do tempo, onde a méxima resposta é

obtida quando a temperatura e o tempo estdo nos seus niveis mais altos.

Figura 2 - Superficies de resposta para DCCR utilizando acetona como solvente
permeabilizante.
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Outros autores realizaram estudos de permeabilizacdo de células de
leveduras com solventes organicos e surfactantes obtendo resultados expressivos
na hidrélise da lactose. Kaur et al. [6] pesquisaram as varidveis que afetam o
processo de hidrolise da lactose com células permeabilizadas de Kluyveromyces
marxianus, utilizando brometo de cetiltrimetil amonio como agente permeabilizante, e
alcancaram um maximo de 90,5% de hidrélise apés 90 minutos de incubacédo a
40°C.

Em estudo realizado por Panesar et al. [13] permeabilizando células da
levedura K. marxianus, os autores utilizaram diferentes solventes para tal finalidade
e concluiram que as melhores condi¢des de otimizacdo do processo foram com 50%
de etanol, a 25°C e tratamento térmico de 25 minutos. Com esses parametros
conseguiram 90% de hidrdlise da lactose apos 150 minutos de reacdo. Ja Morioka,

Colognesi e Suguimoto [34], permeabilizaram células de Saccharomyces fragilis
utilizando como agente permeabilizante o solvente organico etanol. As melhores

condicdes estabelecidas no processo foram 35% de etanol, 25°C e 20 minutos de
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tratamento. Com esse resultado os autores obtiveram atividade enzimatica de
10,59U/mg. Outro estudo relatado sobre permeabilizagdo celular foi realizado por
Bachhawat, Gowda e Bhat [35] onde os pesquisadores estudaram os efeitos de
células de K. fragilis permeabilizadas com brometo de cetiltrimetii aménio e
chegaram a 90% de hidrélise da lactose em soro de leite ap6s 120 minutos de

tratamento.

4.3.1Perfil de desejabilidade

No Perfil de Desejabilidade para etanol (Figura 3), foi possivel determinar a
melhor condicdo para o maximo valor de hidrolise da lactose a partir das células
permeabilizadas. As condi¢des otimizadas para esse planejamento foram de 30% de
solvente, 35°C durante 40 minutos, obtendo resposta de 73,53% de hidrolise da
lactose.

Figura 3 - Desejabilidade para a hidrolise da lactose em funcédo da concentracao de

etanol, temperatura e tempo.
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Trés experimentos confirmatorios foram realizados para validar o ponto étimo
0S quais geraram uma média de 73,53% de hidrdlise, valor muito préximo do

previsto para o modelo que foi de 74,44% (Tabela 4).

Tabela 4 — Teste t Student para validagdo do modelo empirico para etanol (p >0,05).

Hidrolise da lactose p-valor
(%)
Modelo empirico 74,44
Validagcéo 73,53*+0,71 0,333

*média dos trés experimentos a um nivel de significancia (p > 0,05)

O Perfil de Desejabilidade para a acetona (Figura 4) indica como melhor
condicdo de permeabilizagdo 40% de solvente em temperatura de 39,05°C durante

76,18 minutos de procedimento.

Figura 4 - Desejabilidade para a hidrolise da lactose em funcéo da concentracdo da

acetona, temperatura e tempo.
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Nessa condicdo o valor previsto pelo modelo foi de 79,82% de hidrolise
enquanto que o observado foi 79,23% (Tabela 5). Valor esse realizado em triplicata
para validacdo do modelo, ou seja, os valores sdo muito proximos e denota a
adequacdo dos valores para a otimizacdo das variaveis que afetam a

permeabilizacdo celular e consequentemente a porcentagem de hidrdlise de lactose.

Tabela 5 - Teste t Student para validacdo do modelo empirico para acetona(p>0,05).

Hidrdlise da lactose p-valor
(%)
Modelo empirico 79,82
Validagao 79,23*+0,58 0,424

*média dos trés experimentos a um nivel de significancia de (p > 0,05)

Dessa forma entende-se que os resultados apresentados nesse estudo sao
relevantes quanto a escolha dos solventes e as condicbes de permeabilizacdo. A
utilizacao do cloroférmio, por exemplo, leva a concentracdo 10 vezes menor quando
comparado a acetona e, aproximadamente, um quarto do tempo para produzir
resultados semelhantes. Para trabalhos futuros utilizando células permeabilizadas o
solvente etanol é o mais apropriado quando comparado aos outros solventes
estudados. Isso se deve ao fato de que a acetona e o cloroférmio ndo se
apresentarem seguros para 0 consumo e dessa forma seria necessério o emprego
de outras etapas no processo para a remocédo dos solventes do produto. Diante
desse contexto o etanol se apresenta como matéria prima de baixo custo quando
comparado aos outros solventes, baixo impacto ambiental, facil acesso e seguro

industrialmente.

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

A Figura 5 apresenta imagens de microscopia eletrénica de varredura (MEV)
de células ndo permeabilizadas (A), permeabilizadas com etanol (B), acetona (C) e
cloroformio (D). Foi possivel observar que as células ndo permeabilizadas possuem
superficie lisa e integra, enquanto que as permeabilizadas apresentam deformacdes
e rugosidades causadas pelos solventes. A deformidade da superficie celular é

devido a reducéo dos fosfolipideos da membrana, o que possibilita a passagem de
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solutos de baixo peso molecular para dentro e fora da célula, incluindo aglUcares
como a lactose e seus produtos de hidrélise [17, 19].

Figura 5 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) de células de S. fragilis 1Z 275
sem permeabilizagcdo (A) e permeabilizadas com etanol (B), acetona (C) e
cloroférmio (D), com aumento de 6000 vezes.
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4.3.3 Estudo para o desenvolvimento de um produto para intolerantes a

lactose

Com os resultados da permeabilizacdo das células de levedura usando os
solventes etanol, acetona e cloroférmio, uma nova etapa do trabalho foi proposta.

Levando em consideracdo que grande parte da populacdo sofre de
intolerancia a lactose e buscando uma alternativa para amenizar os sintomas e
desconfortos causados por essa patologia, foram realizados estudos a fim de

produzir um produto para essa parte da populagéo.
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Os estudos foram conduzidos utilizando o etanol como solvente.

Nessa nova etapa a producdo enzimética foi realizada conforme
procedimento descrito nos artigos “Determinacdo da condigdo de cultivo de
Saccharomyces fragilis utilizando soro de leite suplementado para a producao de [3-
galactosidase” e “Otimizagdo dos parametros pH, temperatura e concentragcado de
in6culo na produgdo de B-galactosidase utilizando a levedura Saccharomyces
fragilis”, seguindo a permeabilizagcéo celular conforme procedimento para o solvente
etanol validado neste artigo.

Apbs o processo de producdo, permeabilizacao e liofilizacdo, a massa celular
permeabilizada foi liofilizada e o produto resultante foi armazenado para posteriores
analises. As analises foram realizadas semanalmente, em duplicata.

Uma aliquota do produto armazenado foi adicionada em leite integral durante
60 minutos para a reacdo de hidrélise. Em seguida a reacdo foi paralisada e a
porcentagem de hidrélise da lactose foi determinada através da concentragdo de
glicose determinada pelo método da glicose oxidase. A absorbancia foi medida em
espectrofotometro a 505 nm. A concentracao inicial de lactose e a concentracdo de
glicose liberadas foram utilizadas para calcular a porcentagem de hidrolise.

Apbés as analises dos resultados desse estudo foi possivel observar que o
produto obteve alta porcentagem de hidrélise da lactose. Esses resultados
mostraram-se promissores para atender as necessidades dos portadores de
intolerdncia a lactose, contudo novas andlises serdo realizadas para finalizacdo do

produto proposto.

4.4 CONCLUSAO

A metodologia de permeabilizacdo das células de Saccharomyces fragilis 1Z
275 desenvolvida neste trabalho mostrou-se promissora para fins de hidrélise da
lactose. Pode-se concluir que os parametros de concentragdo de solvente,
temperatura e tempo exerceram influéncia sobre a permeabilizacdo que foi
determinada por meio da lactose hidrolisada. A otimizagdo do etanol foi nas
condicbes de 30% de solvente, 35°C e 40 minutos de reacdo, ja a acetona foi
otimizada com 40% de solvente, temperatura de 39,05°C e 76,18 minutos de
tratamento. Com esses parametros a hidrélise da lactose alcangada foi de 73,53% e

79,23%, respectivamente. Para o solvente cloroféormio optou-se por manter o0s
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parametros da permeabilizacdo do ensaio 2, sendo as condicdes desse
experimento, 4% de cloroférmio, temperatura de 25°C e 20 minutos de reacdo,

obtendo hidroélise da lactose de 81,03%.
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CONCLUSAO GERAL

No estudo da producdo da enzima [(-galactosidase utilizando a levedura
Saccharomyces fragilis 1Z 275 em soro de leite suplementado, foi possivel
determinar as melhores condi¢cdes de otimizacdo para a obtencdo da maxima
atividade enzimética. Utilizando concentracdes de 14 g/L de sacarose, 17,7 g/L de
soro de leite, 5,14 g/L de extrato de levedura, 8,85 g/L de peptona, 10 g/L de lactose
e glicose, 7 g/L de MgSO4 e 5 g/L de K;HPO, e condi¢cdes de fermentacdo de 30°C,
pH 6,8, 10% de inoculo, 180 rpm e 72 horas de fermentacdo a maxima atividade
enzimatica obtida foi de 54,20 U/mL. Portanto o meio de fermentagdo proposto
apresentou-se como uma fonte alternativa viavel para a producéo da enzima lactase,
apresentando valor de atividade enzimatica desejavel.

No estudo em que os parametros pH, temperatura e concentracdo do inéculo
foram otimizados, a maxima atividade enzimatica alcancada foi de 59,85 U/mL. Essa
atividade foi obtida quando o meio de fermentacdo ja otimizado anteriormente foi
submetido a um pH de 6,2, temperatura de 33°C e adi¢do de 20% de indculo. Pode-
se verificar que a atividade enzimatica foi aumentada com a alteracdo desses
parametros.

JA& o estudo da permeabilizacdo celular utilizando diferentes solventes
organicos a fim de otimizar os parametros concentracdo de solvente, temperatura e
tempo foi realizado em busca da maxima hidrélise da lactose em leite integral. Os
solventes utilizados foram etanol, acetona e cloroférmio. Para o primeiro as melhores
condi¢cbes de otimizacdo foram de 30% de solvente, 35°C e 40 minutos de reacdo
para 73,53% de hidrélise da lactose. Para o segundo as condi¢des otimizadas foram
de 40% de solvente, 39,05°C e 79,18 minutos de permeabilizacdo para alcancar
uma hidrolise da lactose de 79,23%, e para o terceiro solvente otimizado as
condi¢cbes foram de 4%, temperatura de 25°C e 20 minutos de tratamento para uma
hidrolise de 81,03%. As respostas obtidas neste trabalho foram consideradas
satisfatorias pelos autores, contudo para trabalhos futuros o solvente de escolha
sera o etanol, em funcdo da sua facilidade de obtenc&o, menor custo, ser seguro
para ingestdo em alimentos e seguro industrialmente quando comparado aos outros

solventes estudados.



