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RESUMO

Lactase é o nome popularmente utilizado para a enzima [(-galactosidase
(E.C.3.2.1.23). As B-galactosidases s&o encontradas na natureza em vegetais,
animais e microrganismos, sendo que suas caracteristicas variam de acordo com
sua origem. A literatura apresenta varias enzimas produzidas por fungos e outros
microrganismos com acdo de interesse biolégico que foram purificadas e
caracterizadas. Com a melhoria no conhecimento e na purificacdo de enzimas,
novas possibilidades de processos industriais e aplicacbes na saude humana
surgiram. Neste contexto, a B-galactosidase € uma importante enzima produzida por
microrganismos que desperta grande interesse a saude, pois quando ausente no
organismo dos mamiferos a lactose consumida nao € digerida. A ingestao oral direta
da B-galactosidase por pessoas intolerantes a lactose € uma forma diferente de
aplicacdo da [-galactosidase, visando a digestdo da lactose do leite e seus
derivados. Além da ingestdo da B-galactosidase, esta enzima também esta sendo
aplicada na industria de laticinios para hidrolisar a lactose do leite obtendo-se,
assim, alimentos com baixos teores de lactose, melhorando a solubilidade e
digestibilidade do leite e derivados lacteos, ideais para consumidores intolerantes a
lactose. Esta aplicagdo da origem a novas pesquisas nesta area, na procura de -
galactosidase com caracteristicas favoraveis ao ambiente gastrico ou indicadas para
0 uso industrial. Neste trabalho o fungo Aspergillus foetidus isolado do Cerrado
expressou a enzima [B-galactosidase em meio liquido contendo residuo de soja
como fonte de carbono apoés sete dias de fermentacdo a 28°C. A enzima produzida
extracelularmente foi purificada por sistema micelar de duas fases aquosas. A
melhor condicao de purificacéo foi obtida com sistema formado por 8%(p/p) Triton X-
114, 10%(p/p) caldo fermentado e 28°C como temperatura de incubacédo. Nesta
condicdo, 89,8% da atividade enzimatica adicionada ao sistema foi recuperada na
fase pobre em micelas. A caracterizacdo bioquimica da enzima presente na fase
pobre em micela revelou um pH 6timo igual a 2,6 e uma temperatura 6tima igual a

60°C, valores que favorecem a aplicagao industrial da B-galactosidase purificada.

Palavras-chave: B-galactosidase; intolerancia a lactose; lactase; Aspergillus foetidus.



ABSTRACT

Lactase is the name popularly used for the enzyme [(-galactosidase
(EC3.2.1.23). B-galactosidases are found naturally in plants, animals and
microorganisms, and their characteristics vary according to their origin. The literature
contains several enzymes produced by fungi and other microorganisms which shows
biological activity. Such enzymes have been purified and characterized. With growing
knowledge and greater enzyme purification, new possibilities for applications in
industrial processes and human health have emerged. In this context, the [-
galactosidase is an important enzyme produced by microorganisms that attracts
great interest to health, because when absent in the body of mammals the ingested
lactose is not digested. The direct oral intake of B-galactosidase by lactose intolerant
people is a different form of application of the enzyme in order to digest lactose
present in milk and dairy products. Besides the intake of B-galactosidase, this
enzyme is also being applied in the dairy industry to hydrolyze the lactose in milk
yielding foods with lactose low levels, improving the solubility and digestibility of milk
and dairy products, which is ideal for lactose intolerant consumers. This application
gives rise to new research in this area, in the search for (-galactosidase with
favorable characteristics to the gastric environment or suitable for industrial use. In
this work the fungus Aspergillus foetidus isolated from the Cerrado expressed the
enzyme [B-galactosidase in liquid medium containing soybean waste as carbon
source after seven days of fermentation at 28 °C. The enzyme produced in the
medium was purified by aqueous two-phase micellar system. The best condition was
obtained in a purification system consisting of 8% (w/w) Triton X-114, 10% (w/w)
fermentation broth and 28 °C as incubation temperature. In this condition, 89.8% of
enzyme activity added to the system was recovered in the micelle-poor phase. The
biochemical characterization of the enzyme present in the micelle-poor phase
revealed an optimum pH equal to 2.6 and an optimum temperature equal to 60 °C,

favoring the industrial application of purified -galactosidase.

Keywords: B-galactosidase; lactose intolerance; lactase; Aspergillus foetidus
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de microrganismos na manufatura de produtos industriais reflete o
conceito de microbiologia industrial (1). O interesse nessa area da biotecnologia esta
principalmente direcionado a aplicacdo de conhecimentos cientificos basicos para
expansdo e desenvolvimento de bioprodutos com potencial comercial, como
enzimas, antibidticos, vitaminas, aromas, produtos lacteos, cerveja, vinho,
bioinseticidas, biocombustiveis entre outros (2). Dentre as vantagens da utilizacédo
de microrganismos na geracdo destes produtos, esta a relativa simplicidade dos
experimentos com microrganismos, com adequada velocidade de crescimento e
grande diversidade de atividades bioquimicas. Estes fatores os tornam um bom
modelo experimental para o estudo da genética e producdo de biomoléculas
aplicadas a diversas areas da industria (1, 3, 4). Sendo que, entre os bioprodutos de
interesse, merecem destaque aqueles produzidos por fungos, em especial as
enzimas. Do ponto de vista industrial, fungos sdo microorganismos especialmente
valorizados, porque as enzimas por eles produzidas, normalmente, sao
extracelulares, o que facilita sua recuperacédo do meio de fermentacao (4).

A literatura apresenta varias enzimas produzidas por fungos e outros
microrganismos com acdo de interesse bioloégico que ja foram purificadas e
caracterizadas. Com a melhoria no conhecimento e na purificagdo de enzimas,
novas possibilidades de processos industriais e aplicacdes na saude humana vém
surgindo (5).

O desenvolvimento de técnicas e metodologias para separacdo e purificacao
de compostos de origem bioldgica, principalmente proteinas, tem sido essencial para
0s recentes avan¢os no desenvolvimento da industria biotecnolégica. Entretanto,
sua purificacdo industrial € dificultada, dentre outros fatores, pela baixa
concentracdo e alta sensibilidade térmica, o que geralmente obriga o uso de
técnicas de custo elevado, como processos cromatograficos. Com isso, o custo final
dos processos € elevado, dificultando o acesso a estes produtos de grande
aplicacdo nos campos alimenticio e terapéutico (6).

A extracao liquido-liquido usando Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas
(SMDFA) tem sido utilizada com grande sucesso em processos de separacéo,

concentracdo e purificagcdo de proteinas. Esta técnica apresenta varias vantagens



aos métodos de separacao tradicionais, visto que o sistema utilizado no processo
extrativo apresenta alto teor de agua em cada fase (entre 70% e 90%), resultando
em um ambiente ameno para o trabalho com um componente biologicamente ativo,
0 qual preserva a sua estabilidade molecular, possibilitando o seu processamento
neste meio. Neste contexto, a $-galactosidase é uma importante enzima produzida
por microrganismos que pode ser purificada em sistema micelar deduas fases
aquosas (7).

A enzima B-galactosidase desperta grande interesse a saude humana, pois
guando ausente no organismo humano a lactose consumida nao € digerida. Isso é
chamado de intolerancia a lactose.

A intolerancia a lactose é o tipo mais comum de intolerancia a carboidratos e
acomete cerca de 75% da populacao adulta mundial, representando a primeira vista,
um obstaculo ao consumo de alimentos derivados do leite. Dessa forma, a ingestao
diaria recomendada de alguns nutrientes pode néo ser atingida, aumentando o risco
de doencas, especialmente no que se refere a osteoporose (8). Dado esse contexto,
diversos estudos tem sido conduzidos e alternativas tem sido propostas com o
objetivo de garantir aos individuos intolerantes a lactose ingestdes adequadas dos
nutrientes abundantes nos alimentos lacteos (9).

Em vérios estudos a ingestdo de leite com a lactose hidrolisada tem reduzido
0s sintomas em pessoas intolerantes a esse carboidrato. A hidrélise da lactose é um
processo promissor para a indastria de alimentos, pois possibilita 0 desenvolvimento
de novos produtos sem lactose em sua composi¢cdo ou com um teor reduzido desse
carboidrato (10).

Além disso, existem produtos utilizados como suplementos alimentares para o
tratamento de individuos intolerantes a lactose. Esses produtos sdo comercializados
em forma de capsula ou comprimidos. Mas esses produtos comercializados ndo sao
idealmente adequados para a hidrélise da lactose in vivo (11).

Assim, este estudo propde produzir e purificar uma B-galactosidase expressa
por fungos filamentosos do Bioma Cerrado que seja eficiente para amenizar os

sintomas da intolerancia a lactose.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. INTOLERANCIA A LACTOSE

A lactose (beta-galactosil-1,4-glicose) é um dissacarideo (B-galactosideo)
composto de glicose e galactose. A Unica fonte natural desse carboidrato é o leite
dos mamiferos que possuem placenta. Ela constitui a primeira fonte de carboidrato
para os bebés de mamiferos. Esse carboidrato € sintetizado nas células epiteliais
das glandulas maméarias (12), mediante uma reacdo que depende de duas
proteinas, a alfa-lactalboumina e a enzima N-acetil-galactosil-transferase (13). Sua
concentragao no leite varia segundo a espécie, sendo, por exemplo, de cerca de 7%
no leite humano.

A lactose tem como caracteristica baixa solubilidade em agua (15 a 20%) e
baixo poder adocante quando comparada a outros acucares. Quando comparada a
sacarose, € cerca de dez vezes menos soluvel e apresenta um poder edulcorante
seis vezes inferior (14).

Juntamente com as substancias minerais como fosforo, sédio e cloretos,
participa da atividade osmotica do leite. A retirada da lactose pode reduzir mais de
50% o ponto de congelamento do leite (10).

A molécula de lactose contém um sitio ativo em cada mondmero de sua
estrutura, 0 que a torna sensivel a modificagcbes enzimaticas ou quimicas, sendo
esta uma caracteristica comum aos carboidratos (15).

Fisiologicamente, a lactose é uma substancia energética e seus
monossacarideos entram na constituicdo de cerebrosideos, abundantes na massa
cerebral e mielina nervosa. No organismo humano age como uma promotora na
absorcao e retencdo de calcio no intestino e na absor¢cdo de magnésio e manganés.
Também prolonga a acdo da vitamina D, em caso de reducdo da radiacdo solar, e
ajuda na prevencao do raquitismo e da osteomalacia (15).

Para ser absorvida a lactose tem que ser hidrolisada para produzir os
monossacarideos glicose e galactose, que entdo, sdo absorvidos por transporte
ativo pelas células epiteliais intestinais (16). Essa reacao € realizada pela enzima -

galactosidase.



No intestino delgado humano existem, normalmente, trés enzimas com
atividade beta-galactosidasica, denominadas neutra, beta-galactosidase acida e
hetero-beta-galactosidase. Para a hidrdlise da lactose, a beta-galactosidase mais
importante é a lactase neutra, que age em pH 6timo igual a 6,0 e tem massa peso
molar de proximo a 280 kDa (17).

A lactase neutra esta presente no bordo estriado do enterdcito e possui
atividade maxima nas células diferenciadas das vilosidades intestinais, e quase nula
nas células das criptas assim como todas as dissacaridases. As outras duas beta-
galactosidases, beta-galactosidase acida lisossémica e hetero-beta-galactosidase
citoplasmatica, ndo tém acdo na hidrélise da lactose. A lactase neutra € enzima
caracteristica do intestino de quase todos os mamiferos em sua primeira infancia e
apresenta maior atividade no duodeno e no jejuno proximal. As poucas espécies de
mamiferos que n&o produzem lactose no leite também ndo possuem lactase
intestinal (18, 19).

Uma das caracteristicas mais interessantes da lactase neutra é a correlacao
entre sua atividade e o desenvolvimento intestinal. Assim, na espécie humana, ela ja
esta presente no terceiro més de vida intra-uterina e sua atividade atinge o0 maximo
durante o periodo perinatal. A partir do desmame ela diminui, sendo que o adulto
possui atividade da lactase 10 a 20 vezes menor que o0 recém-nascido. Essa
diminuicdo é fisioldégica em todos os mamiferos, exceto em alguns grupos étnicos
humanos e, possivelmente, em alguns outros primatas (18).

Na auséncia da B-galactosidase a lactose ndo € digerida. Sendo assim,
guando estes alimentos sdo consumidos pelo homem e ndo existe a presenca da [3-
galactosidase em concentracdes suficientes no organismo, a lactose conforme
passa pelo célon é fermentada por bactérias havendo producéo de acidos organicos
de cadeia curta, principalmente latico e acético (20) e libera gases, como o
hidrogénio, o diéxido de carbono, o nitrogénio e o metano (21). O fato dos produtos
da acdo das bactérias acidificarem o meio, aumentando a osmolaridade e as
contracdes peristalticas do muasculo circular do cdélon, diminuindo a reabsorcédo de
agua pelo intestino grosso resulta em diversos sintomas. Esses sintomas sao
célicas, flatuléncia, desconforto abdominal e diarréia osmoética (9). Esse processo é
chamado de intolerancia a lactose, uma sindrome clinica de desconforto intestinal,
também conhecida como deficiéncia de lactase do adulto. Ela ocorre devido aos

baixos niveis, ou até a auséncia da atividade da enzima (3-galactosidase no aparelho



digestivo, consequéncia de uma deficiéncia congénita desta enzima ou de uma
diminuicdo gradativa de sua atividade com o avanco da idade (22). A forma
congénita de deficiéncia de lactase é muito rara. Enquanto a nao persisténcia de
lactase do tipo adulto é muito comum e afeta cera de trés quartos da populacdo
mundial, onde 25% s&o brasileiros. H& informacdes que o numero de afetados pode
ser de até 75% da populacdo mundial, prevalecendo entre americanos e asiaticos
(23).

A intolerédncia a lactose pode ser primaria ou secundaria. A malabsorcao
primaria de lactose, que pode ser congénita ou adquirida, consiste de deficiéncia
pura da atividade da lactase neutra com mucosa intestinal normal, e valores normais
de todas as outras enzimas intestinais, isto é, as outras dissacaridases e as outras
duas beta-galactosidases (24, 25).

A intolerancia a lactose congénita é uma condi¢cdo primaria, onde ha auséncia
total de lactase neutra desde o nascimento (19). E rara, tem determinacéo genética,
sendo, provavelmente, um carater autossdmico recessivo (26). O quadro clinico
aparece nos primeiros dias de vida e se caracteriza por diarréia grave que pode
levar a desidratacdo e a desnutricdo (25).

A intolerancia a lactose adquirida é também condicdo primaria, em que a
atividade da lactase, que é normal ao nascimento, diminui durante a infancia e
adolescéncia e permanece muito baixa durante a vida adulta. A diminuicdo chega a
niveis de 5 a 10% em relagdo ao nascimento e pode ocorrer desde 0s seis meses
até os 20 anos de idade (27). E condicéo freqiiente e transmitida hereditariamente
de modo autossdmico recessivo. A intolerancia a lactose do adulto ndo é condicéo
andmala, mas sim o estado normal dos mamiferos inclusive a maioria dos homens.
E chamada também de malabsorcéo ontogenética da lactose (28).

A intolerancia a lactose secundaria de lactose pode ocorrer secundariamente
as alteracdes da estrutura histolégica do intestino delgado. Sabe-se que a atrofia da
mucosa intestinal leva a uma reducao da atividade de todas as dissacaridases, mas
a mais atingida é a lactase que chega a 19% do valor normal. A melhora histolégica
€ acompanhada da normalizacdo das dissacaridases com excecao da lactase, pois
esta enzima pode demorar semanas ou meses para voltar aos niveis anteriores (18).

A deficiéncia de lactase pode ser identificada por varios métodos, cada um
dos quais apresenta vantagens e desvantagens. Assim, a deficiéncia de lactase

pode ser diagnosticada diretamente mediante dosagem da atividade da enzima na



mucosa intestinal e, indiretamente, por varios métodos baseados na sobrecarga de
lactose - curva glicémica, pesquisa de substancias redutoras nas fezes, glicose e pH
fecal, dosagem da lactosuria e medida do hidrogénio molecular expirado. A
presenca de sintomas gastrointestinais ap0s a sobrecarga da lactose correlaciona-
se geralmente, com a deficiéncia de lactase e possibilita o diagnéstico de
intolerancia a lactose (18).

A reducéo ou eliminacao de leite e derivados da dieta de criancas intolerantes
a lactose pode comprometer a absorcdo de proteina, riboflavina e calcio (29, 30). A
intolerancia é aliviada quando h&4 o consumo exdgeno de suplementos contendo a
enzima [3-galactosidase concomitante a ingestdo de produtos derivados de leite. As
principais enzimas exploradas para uso nos suplementos sao obtidas de fungos que
geralmente sédo reconhecidos como sendo seguros (GRAS), como Aspergillus niger
e Aspergillus oryzae (31-33).

Tais preparagdes tradicionais sao invariavelmente vendidas como capsulas
ou tabletes que contém apenas enzimas, e tais enzimas ndo sao otimamente

adaptadas aos ambientes do estdbmago ou do intestino delgado.

2.2. A ENZIMA BETA-GALACTOSIDASE

Lactase € o nome popularmente utilizado para a enzima B-galactosidase
(E.C.3.2.1.23). Essa enzima é classificada como uma hidrolase com capacidade de
transferase para grupos galactosila. A lactase possui duas atividades cataliticas.
Primeiramente a lactase catalisa o residuo terminal B-galactopiranosil da lactose
(Gal B1-4glc) para formar glicose e galactose, enriguecendo o produto hidrolisado
com galactooligossacarideos (34, 35). Depois essa enzima converte a lactose em
outro dissacarideo a alolactose. A enzima € bastante especifica para o acucar na
posicdo galactosil, mas € habilitada para hidrolisar p-D-galactopiranosideos com
uma ampla variedade de aglicona. Por essa particularidade a alolactose é finalmente

convertida pela enzima em galactose e glicose (Figura 1)(36).
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Figura 1: Esquema representando a atividade catalitica da p-galactosidase frente a
molécula de lactose (36).

As [B-galactosidases sédo encontradas na natureza, distribuidas entre vegetais,
animais e microrganismos, sendo que suas caracteristicas variam de acordo com
sua origem (37). Ela pode ser produzida por fungos filamentosos, bactérias e
leveduras, sendo os fungos filamentosos e as leveduras as fontes preferidas desta
enzima para aplicacdes comerciais (38).

A possibilidade de explorar a atividade da [-galactosidase surgiu com a
introducdo de diversos substratos com propriedades cromogénicas. Alguns
exemplos de substratos incluem  X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indoyl-B-D
galactopyranoside) e ONPG (o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside) (36).

As propriedades das B-galactosidases dependem de diversos fatores e variam
de acordo com microrganismo produtor (Tabela 1). A lactase extraida da Escherichia
coli possui a maior massa molecular (520 KDa a 850 KDa), enquanto as de menor
massa molecular foram extraidas de Saccharoyces fragilis (201 KDa) e Aspergillus
oryzae (90 KDa) (31). A temperatura e o pH 6timos diferem de acordo com a fonte
de obtencdo de cada enzima e também de acordo com o método de preparacao
comercial. O método de imobilizacdo da enzima e o tipo de suporte também podem

influenciar as condi¢des 6timas de operacao (31).



Tabela 1: Caracteristicas bioquimicas de lactases expressas por micorganismos.

Fontes pH 6timo Temperatura Massa
otima (°C) molar
(kDa)
Aspergillus niger 3,0-4,0 55 -60 124
Aspergillus oryzae 50 50 - 55 90
Kluyveromyces fragilis 6,6 37 201
Kluyveromyces lactis 6,9-7,6 35 135
Echerichia coli 7,2 40 540
Bacillus circulans 6,0 60 — 65
Bacillus SP 6,8 65
Lactobacillus bulgaricus 7,0 42 — 45
Lactobacillus thermophilus 6,2-7,1 55 -57 530
Streptococcus thermophilus 6,5-7,5 55 500 — 600
Mucor pusillus 45-6,0 60
Thermus aquaticus 45-55 80 570

Fonte: Modificado (31).

A B-galactosidase teve a sua estrutura determinada primeiramente, como um
cristal monociclico com quatro tetrameros independentes em uma unidade
assimétrica (36). Outra forma de cristal foi identificada, esse era formado por Unico
tetramero em uma unidade assimétrica (39). Os tetrameros da (B-galactosidase séo
compostos por quatro cadeias de polipepitideos, cada uma contendo 1023
aminoacidos (40).

A estrutura cristalina da [B-galactosidase € indicada por um tetramero com
simetria pontal 222 com dimensées de 175x135x90A ao longo dos eixos de ordem 2.
Essa estrutura consiste de quatro subunidades idénticas do tipo a 4 (Figura 2), os
mondmeros sdo compostos de cinco dominios e 50 residuos adicionais no N-
terminal. A participacdo desse segmento amino-terminal no estabelecimento da
interface entre duas subunidades estd de acordo com a observacdo de que cada
mondmero ativo € formado por elementos de duas subunidades diferentes. Este
fenbmeno é conhecido como a complementacdo (36). O primeiro dominio
corresponde a um barril de fitas B. O segundo dominio apresenta uma conformacgéao

fibronectina-Ill tipica e é responsavel pelo reconhecimento e pelo estabelecimento



da interface com o mondmero vizinho. No terceiro dominio encontram-se o sitio
catalitico e o metal divalente coordenado. O quarto dominio é similar ao segundo. O
quinto dominio € formado por um sanduiche de fitas B e contribui com o residuo W
999 (W = TRP) no sitio ativo (Figura 2)(36, 41).

Interface de Ativacéo

Sitio Ativo
Mondémero D

= ‘w
v/ ‘ LN g
(G [

/)
el <)

Figura 2. Vista do tetrdmero da [(-galactosidase. Cada cor representando um
dominio, incluindo os peptideos de cor laranja. Dominio 1, azul; dominio 2, verde;
dominio 3, amarelo; dominio 4, roxo; dominio 5; vermelho. As tonalidades mais
claras e mais escuras de uma determinada cor sdo usadas para distinguir o mesmo
dominio em diferentes subunidades. Os céations de metal em cada um dos sitios
ativos sdo mostrados como esferas: Na+, verde e Mg++, azul (36).
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2.3.  APLICACOES DE B-GALACTOSIDASES

Os mamiferos em geral sdo animais relativamente dependentes da producao
de B-galactosidase no intestino. A auséncia desta enzima implica na néo digestéo da
lactose consumida por esta série animal. E neste sentido esta enzima desperta
grande interesse a saude humana.

A ingestao oral direta da B-galactosidase por pessoas intolerantes a lactose é
uma forma diferente de aplicacdo da B-galactosidase, visando a remoc¢dao da lactose
do leite e seus derivados. A vantagem deste método é a flexibilidade: ndo é
necessaria a hidrolise da lactose no produto e ndo ha nenhuma demora na hidrélise
em nivel intestinal (42). A B-galactosidase derivada de Aspergillus oryzae, oralmente
administrada, foi efetiva na prevencédo da ma absorcdo da lactose em criancas (43).
Existe uma variedade para administracao oral, contudo, o tratamento néao € indicado
para os individuos que ingerem a lactose equivalente a um copo de leite ou menos
por refeicdo (29, 42). O uso da p-galactosidase, produzida através de
microrganismos, como suplemento digestivo, vem sendo estudado (11, 44, 45). Mas
ainda é necessario mais pesquisas para que seja feito um produto eficaz e seguro.

Aléem da ingestdo da [B-galactosidase, esta enzima vem sendo aplicada na
industria de laticinios para hidrolisar a lactose do leite obtendo-se assim, alimentos
com baixos teores de lactose, melhorando a solubilidade e digestibilidade do leite e
derivados lacteos, ideais para consumidores intolerantes a lactose (46). A
preocupacdo com uma alimentacdo com efeitos benéficos para a salude tem
aumentado a demanda por produtos alimenticios com essas caracteristicas (47),
dando suporte para novas pesquisas nesta area.

Existem duas formas de se fazer a hidrolise da lactose. Pose ser feita a
hidrélise acida ou a hidrélise enzimatica. Quando se utliza acidos como
catalisadores a reacdo é extremamente rapida. A temperatura no tratamento acido é
bem maior que no tratamento enzimatico (150°C e 30°C e 40°C respectivamente),
mas os produtos adquirem cor e odor que impedem a sua utilizacdo direta com
alimentos. A hidrélise enziméatica pode ser aplicada no leite ou soro sem um
tratamento prévio e o0s produtos obtidos preservam as suas propriedades,

aumentando o seu poder adocgante relativo (37).
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Em um estudo baseado no fato de que a hidrélise da lactose promove uma
reducdo no ponto de congelamento, os autores aperfeicoaram a utilizacdo do soro
em produtos congelados derivados do leite. O tratamento com p-galactosidase de
sorvetes, leite gelado, leite batido e sobremesas geladas de baixa caloria contendo
soro, resultou em produtos com boas caracteristicas fisicas e qualidade
organoléptica. Segundo esses pesquisadores, a B-galactosidase reduz o problema
associado com a cristalizacdo da lactose, aumenta a dogura e permite a reducéo da
sacarose nas formulacdes e pode melhorar as caracteristicas de qualidade, tal como
consisténcia (48).

Além do leite, uma das principais fontes de lactose é o soro de leite, que é um
produto fundamental na fabricacdo do queijo. Cerca de 9 litros de soro de leite séo
gerados durante a producao de 1 kg de queijo. Tendo assim cerca de 160 milhdes
de toneladas de soro de leite produzido no mundo a cada ano. A industria de
derivados de leite tem o problema de excesso de soro, que €é dispensado em rios. O
desenvolvimento de novos produtos e a expansdo do mercado da lactose do soro,
bem como uma tecnologia que possibilite 0 processamento econdémico do soro e
fabricacdo de produtos com lactose hidrolisada, serdo criticos para converter os
gastos no tratamento de rios poluidos com o soro em produtos benéficos para a
industria de derivados de leite (29). Cepas de Saccharomyces cerevisae podem ser
usadas para produzir etanol a partir do soro de queijo hidrolisado, tendo aplicacéo
nao s6 na industria alimenticia (49, 50).

A lactose tem inumeras aplicacbes principalmente devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas em relacdo a outros acUcares. Na industria de
alimentos pode ser utilizada na preparacdo de condimentos, de produtos para
confeitarias e padarias, e para o uso como xarope (51). A glicose e galactose,
obtidas com a hidrélise da lactose, servem de substrato para a fermentacdo das
leveduras durante o processo de fabricacdo do péo, além de auxiliarem na formacéo
da crosta do produto final (52).

Ainda com relacdo a panificacdo, o xarope de soro com lactose hidrolisada
tem permitido reducdo na quantidade de proteina de ovos e acucar adicionados (29).

Outra utilidade da B-galactosidase vem sendo ressaltada por sua propriedade
de gerar derivados de lactose através de transgalactosilacdo para formar
galactooligossacarideos (GOS), considerando alimentos funcionais. Por ndo serem

digeridos, os GOS podem alcancar a microbiota no célon e promover a proliferacao
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de Bifidobacterium, o que faz deles importantes aditivos em féormulas infantis e em
outros produtos lacteos (4, 53, 54).

A B-galactosidase pode ser aplicada na industria de duas formas: como “free
enzyme”, enzima em solugédo, ou como uma enzima imobilizada em biorreator (55).
A abordagem “free enzyme” €& uma técnica simples, mas a enzima soluvel
dificilmente pode ser reutilizada, o que representa uma desvantagem, pois eleva os
custos das preparacbes enzimaticas. No entanto, tecnologias de membranas, a
maioria baseadas em membranas de ultrafiltracdo, tem sido exploradas para a
recuperacdo e reutilizacdo da enzima soltuvel (47, 56, 57). A tecnologia de
imobilizagcdo em biorreator proporciona a reciclagem da enzima e a possibilidade de
operacao continua, e pode em alguns casos resultar em maior estabilidade da
enzima. A principal desvantagem € a pouca permeabilidade das membranas
celulares a lactose, embora a permeabilidade das células microbianas ser
aumentada através de tratamento com agentes quimicos, detergentes ou solventes
(57, 58).

Atualmente apenas lactases produzidas por Kluyveromyces spp e Aspergillus
spp, sao considerados como seguras pelo GRAS (Generally Recognized as Safe)
(33). Os insumos produzidos por esses microrganismos sdo comumente utilizados
nos processos industriais (51, 57-59). O fungo Aspergillus spp produz lactase
extracelular, que apresenta valores acidos de pH o6timo entre 2,5 - 54 e uma
temperatura 6tima alta de 50°C (51, 58). Sua principal aplicacdo é na hidrolise acida
de soro de queijo resultando em queijos frescos (53). Ja a lactase de Kluyveromyces
spp € produzida intracelularmente, ela € transportada para o interior da levedura por
uma permease, onde é hidrolisada em glicose e galactose, que seguem entdo a via
glicolitica ou o caminho de Leloir, respectivamente (60). Essa lactase possui um pH
neutro (6,0 — 7,0), o que permite uma gama de aplicacdes mais ampla. Uma de suas

aplicacdes é a hidrdlise de leite (51, 53, 58).

2.4. PURIFICACAO ENZIMATICA

Os produtos de origem microbiana (bioprodutos ou biomoléculas), dos

tradicionais (como o etanol) aos mais elaborados (como vetores de terapia génica),
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ocupam posicdo central na sociedade atual. A obtencdo destes produtos
normalmente é efetuada por processos de bioconversdo, chamados de
bioprocessos, sintese bioquimica ou ainda por extracdo de fontes naturais. Assim, 0
produto desejado pode ter sido liberado pelas células em um meio complexo apos a
bioconversao, ser a propria célula, ou ainda ser um metabdlito celular que deve ser
retirado do interior das células. Em bioprocessos, qualquer tratamento aplicado com
o intuito de se extrair uma biomolécula é conhecido como “dowstream processing”,
ou seja, operacdes unitarias de recuperacdo aplicadas em bioprocessos e
biomoléculas (61). Dentre as biomoléculas de interesse merecem destaque aquelas
produzidas por microrganismos tais como peptidios, proteinas e enzimas.

Uma tendéncia em todo o mundo é o uso de enzimas em aplicacdes
industriais, medicamentos e andlises clinicas. As enzimas s&o utilizadas como
biocatalisadores como uma alternativa aos processos quimicos classicos por
apresentarem inameras vantagens como elevada velocidade de reacao; utilizacéo
de condi¢des brandas; compatibilidade com substratos sintéticos. Em alguns casos
podem catalisar as reacdes nos dois sentidos e podem, ainda, apresentar alguma
seletividade quanto ao tipo de reacdo que catalisam. Ja em medicamentos, as
grandes eficiéncias das enzimas aliadas a sua especificidade tornam-nas agentes
de grande potencial para uso terapéutico (46).

Muitas técnicas tém sido utilizadas para a recuperacdo e purificacdo de
proteinas e enzimas de origem animal, vegetal ou microbiana, porém existem muitas
dificuldades, do ponto de vista técnico, e exige um elevado nimero de etapas (62).

Ao iniciar um processo de purificacdo de uma enzima deve-se saber qual € o
grau de pureza exigido. Enzimas para fins terapéuticos ou de uso direto em
humanos necessitam de um alto grau de pureza, o que ndo é necessario para as
enzimas que serdo aplicadas em outros processos industriais. Em uma purificacédo
em larga escala, o processo normalmente consiste de 4 a 6 etapas que podem ser
divididas em dois grupos. O primeiro é formado pelos processos de recuperacao da
proteina: separacédo e ruptura de células, separacao dos fragmentos e concentracao
da proteina. No segundo grupo o objetivo é purificar a proteina, utilizando-se das
etapas de pré-tratamento ou isolamento primario, purificacdo de alta resolucéo e
refinamento final (63).

A escolha das técnicas a serem empregadas no processo de purificacdo esta

vinculada as propriedades moleculares inerentes a cada enzima; sendo assim, a
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combinacdo correta de varias etapas que exploram estas propriedades permitira a
purificacéo a partir de uma mistura. Nas primeiras etapas quase sempre é desejavel
reduzir o volume, e para isto é frequentemente utilizada a precipitacdo fracionada
com sais ou solventes organicos. Posteriormente sdo utilizadas técnicas que
exploram interacdes eletrostaticas (cromatografia de troca i6nica) pela sua relativa
alta capacidade. Para as etapas finais, o objetivo quase sempre € um aumento de
resolucdo, e para isto utilizam-se técnicas como cromatografia em gel filtracdo e
cromatografia de afinidade. Uma estratégia geral é desaconselhavel, desde que os
materiais disponiveis e as necessidades para cada caso sao diferentes.
Frequentemente sdo necessarios varios testes para se estabelecer as condi¢cfes
ideais, 0 método mais efetivo para o rendimento e o nimero de vezes de purificacdo
almejadas. Analise via eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-
PAGE) pode indicar a pureza e o numero de contaminantes presentes. Além disso, 0
massa molar da amostra e dos contaminantes podem ser determinados, e assim,
auxiliar na escolha ou ndo de uma cromatografia em gel filtracdo para a separacéo
dos contaminantes (64).

E importante ressaltar que geralmente é necessaria uma concentracio ao
final ou entre etapas de purificacdo. Isso porque um volume menor de solucdo é
mais facil de manusear em etapas subsequentes, tais como precipitacdo ou
cromatografias que exigem volumes pequenos. Além disso, concentracfes proteicas
mais altas minimizam perdas por adsorcédo ndo especifica em recipientes e matrizes.
A concentracdo pode ser obtida por remocado de agua através da liofilizacdo e por
remocao do solvente através de uma membrana semi-permeavel que ndo permite a
passagem da enzima de interesse (65).

Uma técnica de fundamental importancia para a purificacdo de enzimas, que
podem ser separadas de acordo com o seu tamanho, carga, hidrofobicidade e
afinidade bioespecifica é a extracdo liquido-liquido através de Sistemas de Duas
Fases Aquosas. A extracdo liquido-liquido é um processo de transferéncia de um
soluto de uma fase liquida para outra fase liquida imiscivel em contato com a
primeira. Dentre os diferentes tipos de sistemas de extracdo liquido-liquido
propostos para este fim, estdo os Sistemas Micelares de Duas Fases Aguosas
(SMDFA), constituidos primeiramente por moléculas de tensoativos que tendem a
formar micelas. Oferecendo simultaneamente um ambiente hidrofébico e outro

hidrofilico, o que permite a seletividade na particdo de biomoléculas (66).
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Esta forma de extracéo parece ser especialmente adequada para as primeiras
etapas dos processos de separacdo, mas pode substituir etapas cromatogréficas
dependendo da aplicacéao final do produto a ser purificado (67). Deste modo essa
técnica vem sendo muito utilizada, pois ajuda a reduzir os custos de producao.

Na literatura encontram-se relatos de diferentes técnicas sendo aplicadas na
purificacdo de lactases fungicas e bacterianas. Como exemplo pode-se citar; -
galactosidases produzidas por Guehomyces pullulans e purificadas através de
cromatografia de filtracdo em gel e cromatografia de troca i6nica (68). Outro estudo
produziu B-galactosidase por fermentacdo com Aspergillus carbonarius e esta foi
purificada utilizando ultrafiltragdo em membranas de poros definidos, filtragdo em
gel, cromatografia de interacdo hidrofébica e cromatografia de troca ibnica,
chegando a ter um fator de purificacdo dez vezes maior (11). Uma lactase produzida
por Bacillus megaterium foi concentrada por precipitacdo com sulfato de aménio e
purificada por cromatografia de afinidade. Nesse trabalho a atividade recuperada foi
de 7,1% (69). Assim como no estudo citado acima, outro trabalho utilizou
precipitacdo com etanol e cromatografia de troca ibnica para purificar p-
galactosidases produzidas por Athrobacter sp. (70). Recentemente uma [-
galactosidase foi purificada por sistema aquoso bifasico compostos por
polietilenoglicol (PEG), poliacrilato de sodio (PAS), agua e NaCl. As concentracdes
dos polimeros, pH e temperatura, foram variadas de acordo com um delineamento
fatorial completo seguido de um deslocamento ascendente para auxiliar e determinar
a melhor condicdo de extracdo. Os melhores resultados foram observados para o
sistema composto por 11% p/p de PEG, 12% p/p de PAS e 1 % p/p de NaCl em pH
8 a 25°C. Foram realizadas andlises da eficacia do sistema considerado ideal
adicionando um extrato bruto enzimatico contendo B-galactosidase e calculando os
valores para fator de purificacdo e rendimento. Os resultados encontrados
mostraram que este sistema é eficiente na separacdo da enzima estudada, sendo,
portanto, uma alternativa promissora para a obtencado e purificacdo da mesma para
diversos fins (6).

Outro trabalho mostrou a aplicacédo da extracdo em duas fases aquosas, para
a separacdao e purificacdo simultanea de p-galactosidase e p-glucosidase de cevada
(Hordeum vulgare). Para isso foi usado polietilenoglicol como polimero. Isso resultou
em uma recuperagdo da atividade de 98,26% para p-galactosidase e de 92,58%

para B-glucosidase (71).
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2.4.1. Sistema Micelar de Duas Fases Aquosas

Os sistemas Micelares de Duas Fases Aquosas (SMDFA) sao constituidos
primariamente por moléculas de tensoativos que tendem a formar micelas.
Oferecendo simultaneamente um ambiente hidrofébico e um ambiente hidrofilico, o
gue permite a seletividade na particao de biomoléculas (66).

Na composicao destes sistemas, sdo empregados tensoativos adicionados a
solucBes aquosas, que formam duas fases imisciveis. O elevado teor de agua das
fases formadas, de 75 a 90% em massa, garante a manutencdo das propriedades
biolégicas das biomoléculas de interesse. Assim, biomoléculas podem ser
purificadas em decorréncia da migracéo diferenciada da molécula-alvo e impurezas
entre as fases liquidas (61).

Agentes tensoativos sdo moléculas anfifilicas compostas de uma porcao
hidrofilica ou polar, comumente denominada “cabeca polar’, e uma porgcao
hidrofobica ou apolar, comumente denominada “cauda apolar”. Os tensoativos
podem ser classificados em trés classes gerais: (i) ibnicos (possuindo cabeca
positivamente carregada — catidnicos — ou negativamente carregada — anionicos), (ii)
nao-iénicos (possuindo uma cabeca polar capaz de realizar ligacdes de hidrogénio
com a agua), e (iii) zwiteridnicos (possuindo uma cabeca caracterizada por um
dipolo) (72).

Embora agentes tensoativos idnicos (dodecil sulfato de sodio), possam se
ligar a proteinas resultando em sua desnaturacao existe tensoativos néo carregados
(Triton X-114, oxido de n-deciltetraetileno (Ci0E14)) que ndo se ligam de forma
intensa as biomoléculas, portanto ndo as desnaturam. Assim os SMDFA montados
com agentes nao carregados, proporcionam um ambiente muito mais compativel e
ameno com as biomoléculas (61, 73). As micelas, por serem suscetiveis a
modificacbes em sua estrutura, possibilitam o controle e otimizacdo da particdo de
biomoléculas pelo ajuste das suas caracteristicas como tamanho e forma através da
variacdo da temperatura, concentracao do tensoativo e adicdo de sais. Além disso, a
seletividade da particio pode ser melhorada com a utilizacdo de ligantes de
afinidade especificos a biomolécula-alvo ou misturas de tensoativos ibnicos e nao-

ibnicos (73).
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Dependendo da concentracdo, os agentes tensoativos, em solucdo aquosa,
podem exibir diversos tipos de comportamento. Em solu¢ées com concentragao de
tensoativo abaixo da concentracdo micelar critica (CMC), especifica para cada
tensoativo, as moléculas de tensoativo adsorvem na interface ar-agua, projetando
suas caudas apolares em direcao a fase ar de forma a minimizar o contato com a
agua e, portanto diminuindo a tensdo existente na interface ar-agua. Como 0s
tensoativos possuem cauda apolar, em sua maioria apresentam baixa solubilidade
na fase aquosa. Assim, em solucdes onde a concentracdo do tensoativo é superior a
CMC, eles tendem a formar agregados chamados micelas. Nestas as caudas
hidrofébicas se atraem minimizando o contato com a &gua, enquanto que as
cabecas hidrofilicas permanecem na superficie externa da micela para maximizar
este contato (66, 74).

As micelas sao estruturas dinamicas que estdo continuamente e
reversivelmente trocando mondmeros umas com as outras (Figura 3) e séo
constituidas de dezenas a milhares de mondémeros de moléculas de agentes
tensoativos (75). A formacdo de micelas reflete um balangco complexo de véarias
forcas intermoleculares, incluindo interacbes de van der Waals, eletrostaticas,
estéricas, hidrofébicas e de ligacbes de hidrogénio (72, 76). A principal forca atrativa
resulta do efeito hidrofébico associado as caudas apolares. A forca repulsiva
contraria é resultado das interacGes estérica (existente entre as cabecas hidratadas
de tensoativos nao-ibnicos) e eletrostatica (existente entre as cabecas possuindo
cargas semelhantes) associadas as cabecas hidrofilicas. O processo de micelizacéo

€ resultado de um balanco entre estas forcas atrativas e repulsivas (77).
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Tempo de reacéo varia de mili-segundos a minutos

Figura 3: Representacdo esquematica da formacdo de micelas. As moléculas de
agentes tensoativos sao constituidas por uma cabeca hidrofilica e uma cauda
hidrofébica. Nota-se que, como indicado pelas setas, as micelas e as moléculas de
tensoativos que a constituem fazem parte de um equilibrio termodinamico reversivel.

Além da CMC, outro parametro que caracteriza as micelas € o numero de
agregacao (Nag), que se refere ao numero médio de monGmeros que constituem
cada micela em solucdo. Neste sentido, dependendo do tipo e concentracédo de
tensoativo, bem como das condi¢cbes da solucdo (pH, temperatura, forca iénica),
micelas podem crescer unidimensionalmente na forma de cilindros ou bicamadas
com o numero de agregacédo variando conforme a concentracdo de tensoativo (75).
O crescimento micelar é governado pelas caracteristicas da cabeca polar das
moléculas de tensoativo, uma vez que este fendbmeno requer uma proximidade
maior entre as cabecas polares. Desta forma, tensoativos ibnicos na auséncia de
sais geralmente apresentam crescimento minimo, formando micelas esféricas devido
a forte repulsdo eletrostatica entre as cabecas igualmente carregadas. Em
contrapartida, tensoativos nao-ibnicos podem exibir um crescimento significativo,
pois a repulsdo entre as cabecas é fraca, ocorrendo somente por efeito estérico e
nao eletrostatico (74, 78).

Em determinadas concentracdes de agentes tensoativos e temperaturas, uma
solucdo aguosa micelar homogénea pode se separar em duas fases macroscopicas,
ambas contendo micelas, porém com uma delas apresentando maior concentracao
destes agregados (Figura 4). Portanto, variando a concentracdo do agente

tensoativo e a temperatura € possivel construir uma curva denominada de curva
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binodal ou curva de coexisténcia em forma de sino, que vai representar o limite de

separacao das fases.

temperatura
—_—

%m ﬁ- Fase _potlnre
ame T

Sclucao micelar
homogénea

%’Eﬁ? ﬁ‘%ﬁ? A o d mﬂg%ﬁ Fase _rica
%ﬁ em micelas

Figura 4: Representagdo esquematica de um sistema micelar de duas fases
aquosas para o tensoativo CjoEi;4. O sistema exibe uma Unica fase a baixas
temperaturas, e com o aumento da temperatura se separa em uma fase rica em
micelas coexistindo com uma fase pobre em micelas (66).

A curva binodal pode apresentar concavidade para cima ou para baixo
dependendo se a separacdo das fases € induzida pelo aumento ou diminuicdo da
temperatura, respectivamente. A curva binodal, desta forma, representa o limite, em
funcdo da temperatura e da concentracdo de tensoativo, no qual a solucdo micelar
se separa em duas fases macroscopicas (79). Certos tensoativos ndo-ibnicos, como
os derivados de 6xido de polietileno, apresentam o fendmeno de separacéo de fases
induzido por aumento de temperatura (80). Consequentemente, a curva de
coexisténcia possui concavidade voltada para cima e 0 sistema exibe um ponto
critico inferior. A Figura 5 representa um esboco da curva binodal do sistema micelar
de duas fases aquosas para o tensoativo Triton X-114. Considerando-se que a curva
binodal para este sistema apresenta concavidade para cima, 0 ponto minimo é
denominado “ponto critico inferior”, sendo caracterizado pela temperatura critica (Tc)

e pela concentracao critica de agente tensoativo (Xc).
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Figura 5: Curva binodal de uma solucé&o aquosa do tensoativo Triton X-114 baseada
em experimentos realizados por Lopes (2006) (81). Cd = concentracdo do tensoativo
na fase pobre em micelas; Cc = concentracao do tensoativo na fase rica em micelas;
Vc = comprimento do segmento de reta da linha de amarracdo (tie-line)
compreendido entre Cd e o valor da concentracéo total do tensoativo no sistema
antes da separacédo das fases e cujo valor € proporcional ao volume da fase rica em
micelas; Vd = comprimento do segmento de reta da linha de amarracéo
compreendido entre Cc e o valor da concentracéo total do tensoativo no sistema
antes da separacao das fases e cujo valor é proporcional ao volume da fase pobre
em micelas.

Em 1956, fez-se a primeira mencdo ao uso do SMDFA para a purificacdo de
proteinas e particulas de células (sobretudo, fragmentos de parede celular). Desde
essa época, a extracdo em SMDFA tem sido aplicada a purificacdo de produtos
obtidos em células animais, de vegetais e microbianas, extracdo de virus, organelas
e acidos nucleicos, devendo-se destacar a aplicacdo na purificacdo de enzimas (7).

O primeiro estudo com a possibilidade de se separar proteinas por extracao
de fases, utilizou um agente tensoativo ndo-iénico. O tensoativo empregado para se
separar uma mistura foi Triton X-114. A solucdo de Triton X-114 foi separada em
duas fases quando a temperatura subia acima de 20°C. O trabalho mostrou que as

proteinas hidrofilicas eram encontradas exclusivamente na fase pobre em micelas
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enquanto que as moléculas com caracteristica hidrofébica se encontravam na fase
rica em micelas (82).

Posteriormente verificou-se que ions metalicos e outros tipos de compostos
com determinadas moléculas organicas de baixa massa molar também poderiam ser
purificadas por SMDFA (66).

A enzima colesterol oxidase foi purificada em apenas duas etapas, SMDFA
seguido de cromatografia de troca ibnica. Assim conseguiram um aumento de
pureza de 160 vezes e uma recuperacao total de 80% da enzima (83).

A partir de entédo, observou-se as vantagens do SMDFA, em relacéo a outras
técnicas de purificacdo de biomoléculas: ambiente favoravel e ameno as
biomoléculas, método seguro, possui baixo custo, gera residuos com baixa
toxicidade, é de facil ampliacdo de escala, possibilita uma melhoria na seletividade e
permite que a andlise das amostras seja em sequéncia, realizada por diferentes
técnicas sem causar interferéncias (66).

O SMDFA permitiu concentrar e purificar compostos como albumina de soro
bovino (BSA), bacteriofagos, antibioticos, lisozimas e outras enzimas, vitaminas
lipossoluveis e compostos organicos (66, 84). Mas para a escolha deste sistema €&
importante conhecer as propriedades de superficie das proteinas, tais como carga
elétrica, hidrofobicidade e massa molecular (85) Assim biomoléculas podem ser
purificadas em decorréncia da particdo diferenciada da molécula alvo e impurezas
entre as fases liquidas (61).

O detergente Triton X-114, por causa da sua temperatura baixa de trabalho,
tem sido aplicado extensivamente para separar proteinas em duas fases aquosas de
acordo com sua hidropatia. Em estudos, foi desenvolvido um método para fracionar
proteinas de membrana de beterraba de acordo com as suas hidropatias (86).

No entanto, pouco foi investigado até o presente momento a respeito da
utilizacdo destes sistemas para purificacdo de B-galactosidase. Desta forma, faz-se
necessario um maior entendimento da influéncia desta molécula no sistema,
incluindo estudo de curvas binodais, bem como estudo das principais forcas

envolvidas na particdo desta molécula e possibilidade de otimizacéo da particao.
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3. OBJETIVOS

O objetivo principal deste estudo € produzir e purificar uma B-galactosidase de
Aspergillus foetidus isolado do Bioma Cerrado, que apresente caracteristicas mais
favoraveis ao ambiente gastrico do que os produtos comerciais hoje empregados na
degradacéo de lactose. Para que 0 objetivo proposto seja alcancado, 0s seguintes
objetivos especificos foram estabelecidos:

Produzir a enzima B-galactosidase de Aspergillus foetidus em meio liquido;

Avaliar a producdo da [3-galactosidase por Aspergillus foetidus em diferentes fontes
de carbono;

Purificar uma B-galactosidase utilizando sistema micelar de duas fases aquosas;

Caracterizar bioquimicamente a enzima purificada.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. ISOLAMENTO DOS FUNGOS FILAMENTOSOS

O fungo filamentoso Aspergillus foetidus isolado e identificado foi gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Edivaldo Ximenes do Laboratério de Enzimologia, do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Brasilia.

4.2. MANUTENCAO DOS FUNGOS

As cepas de Aspergillus foetius foram repicadas em meio de cultura BDA
(Agar batata dextrose) e mantidas por sete dias a 28°C. Posteriormente, a cultura foi
raspada e diluida em NaCl 0,9% com 4 mL de Tween 80 até formar uma solucéo
homogénea. Essa solucédo foi utilizada para fazer os repiques das fermentacdoes em

meio liquido. Para cada 100 mL de meio foi colocado 1 mL da solucdo acima citada.

4.3. AVALIACAO DA PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE EM DIFERENTES
FONTES DE CARBONO

O Aspergillus foetidus foi investigado em relacdo a sua habilidade de produzir
B-galactosidase extracelular. Os estudos de investigacao iniciais foram realizados
em meio proprio para a busca de B-galactosidase. Foi realizada fermentacdo em
meio liquido. Meios com diferentes fontes de carbono foram testados, como lactose,
farelo de trigo, residuos de feijao, residuos de soja e casca do grao de soja. O meio
liquido foi composto de 2,0% de fonte de carbono, 0,4% de peptona, 0,4% de extrato
de levedura, 0,2% de fosfato de potassio (KH,PO,), 0,8% de fosfato de sodio
(NaHPO4H20) e 0,25% de sulfato de magnésio (MgS0O46H.0) (87). As fermentacbes

foram realizadas por 20 dias a 28°C em 120 rpm. A cada dia uma aliquota de caldo
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fermentado, foi retirada e centrifugada por 2 minutos a 14000 rpm. O sobrenadante
foi armazenado a -4°C. Em seguida foram realizadas fermentagcdes por sete dias nas

mesmas condicdes.

4.4. OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO APOS 7 DIAS DE FERMENTACAO

Apoés sete dias de fermentacdo a 28° C com agitacdo de 120 rpm, o extrato
bruto foi filtrado em papel de filtro utilizando bomba de vacuo. Ao filtrado foi
adicionado Azida sodica e logo apds, armazenado a -20°C.

4.5. DOSAGEM DE 3-GALACTOSIDASE

4.5.1. Preparo das solucdes

Tampé&o acetato de sodio 50 mM, pH 5,4

Solucéo de acido acético 0,2 M 8,8 mL
Solucéo de acetato de sodio 0,2 M 41,2 mL
Agua destilada (g.s.p.) 200 mL

Tampéo Fosfato de Sédio 1,0 M, pH 7,0

Fosfato de S6dio Monobasico 0,2 M 39,0 mL
Fosfato de Sédio dibasico 0,2 M 61,0 mL
Agua Destilada q.s.p. 200 mL

Solucédo Ortho-nitrophenol-B-D-galactopiranosideo (ONPG) 3 mM pH 7,0
ONPG (Sigma-Aldrich) 3 Mm 4,52 mg
Tampao Fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0 5mL
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Solucéo de Carbonato de Sddio (Na,COs3) 0,1 M
Carbonato de Sédio 0,1 M 159¢
Agua Destilada g.s.p. 150 mL

4.5.2. Ensaio da atividade enzimatica de B-galactosidase

O teste de atividade da B-galactosidase foi baseado em Nagy et al. (87). Uma
aliquota do caldo fermentado (0,5 mL) foi incubada com o substrato (0,5 mL de
Ortho-nitrophenol-B-D-galactopiranosideo (Sigma-Aldrich), 3 mM, diluido em tampéao
fosfato de sédio 0,1 M pH 7,0) por 30 min a 30 °C. Foi utilizado como solucao de
parada 2 mL de Na,CO3; a 0,1 M. A leitura da absorbéncia foi realizada em
espectrofotometro utilizando um comprimento de onda de 410 nm (Shimadzu
Spectrophotometer, UV-1800). Para a eliminacdo de interferentes na quantificacdo
enzimatica, foi feito um controle onde se substituiu o volume da enzima pelo tampé&o
fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,0, denominado Branco do Substrato. Também foi feito o
Branco da Enzima onde se substituiu o volume do substrato pelo mesmo tampéo ja
citado.

A curva padrdo foi construida com solucdo de Ortho-nitrophenil (Sigma-
Aldrich), nas concentracdes de 13,6mg/mL; 27,2mg/mL; 40,7mg/mL; 54,3mg/mL;
67,9 mg/mL; 81,5mg/mL; 95,1mg/mL; 108,7mg/mL; 122,3mg/mL; 135,8mg/mL;
149,5mg/mL; 163mg/mL; 176,7mg/mL; 190,3mg/mL e 203,8mg/mL. Uma unidade de
atividade enzimatica de (B-galactosidase foi definida como a quantidade de enzima

capaz de catalisar a liberacédo de 1umol de O-nitrophenil por minuto.



4.6. DOSAGEM DE PROTEINA TOTAL

4.6.1. Preparo das solugdes

Reagente de Bradford
Comassie Brilliant Blue G-250
Metanol 95%

Acido Fosforico 85%

Agua Destilada g.s.p.

100 mg
50 mL
100 mL
1000 mL
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A solucdo do reagente de Bradford foi mantida em agitagcdo por 24 horas.

Posteriormente a solucédo foi filtrada em papel de filtro e armazenada em frasco

ambar.

4.6.2. Ensaio da quantificacdo de proteinas totais

A dosagem de proteina total foi realizada utilizando o reagente de Bradford

(88). Uma aliquota do caldo fermentado (200 pL) foi adicionada a 2 mL do reagente

de Bradford, permanecendo em repouso por 10 minutos a temperatura ambiente.

Em seguida a leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro a 595 nm

(Shimadzu Spectrophotometer, UV-1800).

4.7. EFEITO DA TEMPERATURA E pH VERSUS ATIVIDADE ENZIMATICA E

ESTABILIDADE TERMICA



4.7.1. Preparo das solucgdes

Solucéo A 50 Mm
Acido Citrico 1,99
Agua Destilada g.s.p. 200 mL

Solucéao B 50 mM
Fosfato de Sédio dibasico 189
Agua Destilada g.s.p. 200 mL

Solugédo C 50 mM
Fosfato de S6dio monobasico 1,379
Agua Destilada g.s.p. 200 mL

Tabela 2: Preparo das solu¢cbes tampdes

Tampao pH  Solucdo A SolucdoB Solucédo C

(mL) (mL) (mL)
Citrato Fosfato 2,0 24,0 1,0 -
Citrato Fosfato 2,6 23,3 2,6 -
Citrato Fosfato 3,0 19,9 51 -
Citrato Fosfato 3,6 16,95 8,0 -
Citrato Fosfato 4,0 15,35 9,9 -
Citrato Fosfato 4,6 13,35 11,65 -
Citrato Fosfato 5,0 12,15 12,85 -
Citrato Fosfato 5,6 10,5 14,5 -
Citrato Fosfato 6,0 8,95 16,05 -
Citrato Fosfato 6,6 6,8 18,2 -

Fosfato de Sédio 7,0 - 15,25 9,75

Fosfato de Sédio 7,6 - 21,75 3,25

Fosfato de S6dio 8,0 - 23,7 1,33
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No teste de pH 6timo a dosagem enzimatica foi realizada como descrito no
item 4.5. O substrato ONPG (3 mM) foi diluido em tampao citrato fosfato 50 mM para
os valores de pH 2,6; 3,0; 3,6; 4,0; 4,6; 5,0 5,6; 6,0 e 6,6 e para os valores de pH
7,0; 7,6 e 8,0 foi utilizado o tampéo fosfato de s6dio 50 mM. A atividade enzimatica
da enzima de interesse foi avaliada variando o pH da solu¢do contendo o substrato
nos valores citados acima, como descrito na literatura (89).

A temperatura versus atividade enzimatica foi determinada baseada na
literatura (87). A quantificacdo da atividade enzimatica da -galactosidase do caldo
fermentado (fermentacdo com sete dias) foi realizada como descrito no item 4.5.2,
mas com diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80°C). Considerando o0s
resultados obtidos na avaliacdo do pH 6timo, o teste de temperatura o6tima foi
realizado em pH 3,0; 4,6 e 7,0.

O teste de estabilidade térmica foi realizado quantificando a atividade
enzimatica como no item 4.5.2, em diferentes tempos de incubacgéo. Os tubos testes
permaneceram incubados a 30°C de 30 minutos a 8 horas. A cada hora sequéncias
de tubos foram retiradas do banho Maria e a dosagem enzimatica realizada como ja

mencionado acima.

4.8. SEPARACAO POR MEMBRANAS DE FILTRACAO

Foi realizada a separacdo fracionada das proteinas presentes no caldo
fermentado através de sistema de filtracdo tangencial (Amicon-Millipore) a vacuo
utilizando-se de membranas com poros definidos em 100 kDa e 30 kDa,
separadamente. Do extrato bruto, foram separadas 4 fracbes denominadas: fracdo
maior que 100 kDa, menor que 100 kDa, maior que 30 kDa e menor que 30 kDa. A
guantificacdo de proteina presente no meio foi determinada pelo método de Bradford
(88) e a atividade de enzimética determinada como citado no item 4.5.2. O peffil
proteico do extrato foi avaliado por eletroforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE).
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4.9. ELETROFORESE EM GEL DESNATURANTE DE POLIACRILAMIDA (SDS-
PAGE)

4.9.1. Condicbes de Corrida

As eletroforeses sob condigbes desnaturantes foram realizadas em gel de
poliacrilamida de duas fases de diferentes porosidades e valores de pH, na presenca
de SDS (dodecil sulfato de sédio). O aparelho utilizado foi um Ready Gel® (Bio
Rad), com placas de vidro (10 x 8 cm) onde os géis foram montados. A cuba para
eletroforese foi preenchida com tampao Tris/Glicina pH 8,9, diluido 1:10 em agua
destilada com 1,0% de SDS antes do inicio de cada corrida. A separacao

eletroforética das proteinas foi conduzida sob corrente constante de 30 mA.

4.9.2. Preparo dos géis desnaturantes (SDS-PAGE)

Géis de poliacrilamida foram formados por copolimerizacédo de acrilamida e
Bis-acrilamida (Bis) na presenca de persulfato de ambénio (APS) e
tetrametiletilenodiamina (TEMED). Os componentes acrilicos foram preparados em
duas fases, chamada de sistema descontinuo, que consiste de géis, concentrador e
separador (90).

Os geéis concentrador e separador foram preparados com 0s componentes a

seqguir:
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4.9.2.1. Gel Concentrador

Solugdes Concentracao 5%
Agua destilada 2,8 M

Acrilamida: Bis-Acrilamida (30%, 8%) | 830 uL

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,26 mL

SDS 10% 50 pL

APS 10% 50 pL

TEMED S L

4.9.2.2. Gel separador

Solucgbes Concentracao 10 %
Agua destilada 2,33 mL
Acrilamida: Bis-Acrilamida (30%, 8%) | 1, 33 mL

Tris-HCI 1,5 M pH 8,8 1,26 M

SDS 10% 50 pL

APS 10% 25 pL

TEMED 2,5 uL

4.9.3. Preparo das amostras

As amostras para as corridas eletroforéticas foram preparadas
separadamente em funcdo do obijetivo final da revelagcdo. Elas foram precipitadas
em frascos tipo “Eppendorf” com acetona (PA) gelada obtendo um precipitado de
200 ug de proteina.

As amostras para determinacdo de proteinas no gel foram resuspensas
adicionando-se 20 uL de tamp&o da amostra (2% SDS, 2% pB-mercaptoetanol, 20
mM Tris-HCI pH 6,8, 40% glicerol, 4 mM EDTA, 0,015% (w/v) bromofenol azul) e

mantidas por 5 minutos a 100°C. Os volumes foram cuidadosamente injetados no
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gel de eletroforese e apds a corrida, as bandas de proteinas foram reveladas por

técnicas de coloracdo com Azul de Coomassie.

4.9.4. Coloragao com Azul de Coomassie

As bandas proteicas presentes no SDS-PAGE foram visualizadas apds sua
incubacgao por 12 horas a temperatura ambiente, em 0,1 g de Azul de Coomassie R-
250 dissolvido em solugéo fixadora (45 mL de metanol, 10 mL de &cido acético
glacial e 45 mL de &gua destilada). Apds este tempo de incubagdo na solucéo
corante o gel foi lavado por diversas vezes com a solucdo descorante (250 mL de
metanol, 70 mL de acido acético e 680 mL de agua destilada) até a visualizacdo das

bandas protéicas (90).

4.9.5. Determinacdo da massa molar

As massas molares das proteinas presentes foram estimadas por
SDS-PAGE, utilizando-se do grafico dos logaritmos das massas molares (log PM)
das proteinas padrdes pelas suas respectivas mobilidades eletroforética (cm). Foi
utilizado padrao de alto massa molar (GE Healthcare) de 220 a 53 kDa (Miosina 220
kDa, a-2-Macroglobulina 170 kDa, p-galactosidase 116 kDa, Transferrina 76 kDa e

desidrogenase glutamica 53 kDa).

4.9.6. Zimograma

O gel de poliacrilamida foi preparado como descrito nos itens 4.9.2.1 e
49.2.2. Para a determinagcdo da atividade de p-galactosidase no gel de
poliacrilamida a amostra da fracdo maior que 100 kDa foi resuspensa adicionando-

se 20 uL de tampéo da amostra (2% p-mercaptoetanol, 20 mM Tris-HCI pH 6,8, 40%
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glicerol, 4 mM EDTA, 0,015% (w/v) bromofenol azul). As amostras ndo foram
desnaturadas em banho fervente. Apds a corrida o gel foi incubado em uma solugéo
de 5-bromo-4-cloro-indolil-B-D-galactopiranosidio (X-Gal) (25 mM) preparada em
tampao fosfato 0,1 M, pH 6,8 overnight. A hidrélise do substrato cromogénico X-Gal
pela enzima B-galactosidase libera a fracdo cromogénica que esté ligada ao agucar

presente no composto formando bandas azuis no gel de poliacrilamida.

4.10. AVALIACAO DA INTERFERENCIA DO TRITON X-114 NA DETERMINACAO
DA CONCENTRACAO DE B-GALACTOSIDASE

Para avaliar a interferéncia do Triton X-114 na determinacdo da concentracao
da enzima [B-galactosidase foram preparados sistemas contendo Triton X-114 a
2,0%, 4,0%, 6,0% e 8,0% (p/p), sem adicdo de caldo fermentado. Estes sistemas
foram incubados em banho Maria nas temperaturas de 26°C, 28°C e 30°C, até
separacao de fases. A leitura da atividade enzimatica foi realizada como descrita no
item 4.5.2 e verificado assim a interferéncia do tensoativo na atividade da -
galactosidase. Para a eliminacdo de interferentes na quantificacdo enzimatica, foi
feito um controle onde se substituiu o volume das fases ricas ou pobres em micelas
pelo tampéo fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,0, denominado Branco do substrato.
Também foi feito o Branco do tubo teste onde se substituiu o volume do substrato

pelo mesmo tampao ja citado.

4.11. ENSAIOS DE PARTICAO EM SISTEMA MICELAR DE DUAS FASES
AQUOSAS

Os SMDFA foram preparados em tubos de ensaio graduados de 10 mL, pela
adicdo da fracdo maior que 30 kDa ou da fracdo maior que 100 kDa e Triton X-114
nas quantidades desejadas em tampado fosfato 0,1 M, pH 7,0, resultando em
sistemas de massa total de 3,0g. Os componentes do sistema micelar foram

acrescentados por pesagem, o sistema foi homogeneizado de modo a exibir uma
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Unica fase limpida e homogénea. Em seguida, o sistema foi transferido para um
banho de temperatura controlada com valor previamente ajustado ao desejado e
mantido em repouso por 2 horas para separacao de fases e equilibrio das mesmas.
ApOs o repouso, amostras das fases superiores e inferiores foram coletadas
cuidadosamente com seringas para medir o volume. Analises da concentracdo de f-
galactosidase foram realizadas nas amostras das fases. Cada experimento de
particdo foi feito em triplicata e 0s respectivos desvios padrbes e intervalos de
confiancga calculados.

Foi estudada a particdo de B-galactosidase, presentes em caldo fermentado
de Aspergillus foetidus (fracdo maior que 100 kDa e fracdo maior que 30 kDa). O
estudo da particdo foi realizado seguindo um planejamento fatorial completo de trés
variaveis (Tabela 3). Esse planejamento foi realizado para avaliar a melhor particao
da B-galactosidase no sistema. Desta forma, se estudou a influéncia destas variaveis

na particdo da biomolécula de interesse.

Tabela 3: Niveis dos fatores utilizados no planejamento estatistico completo 23
empregado para estudar a influéncia das variaveis temperatura, concentracdo de
Triton X-114 e concentracao de B-galactosidase presente no caldo fermentado.

Variaveis

Triton X-114 %(p/p) 4.0 6.0 8.0
Temperatura°C 26.0 28.0 30.0
Caldo fermentado %(p/p) 10.0 20.0 40.0

4.12. METODOLOGIA DE ANALISE DOS RESULTADOS

Os resultados obtidos foram analisados inicialmente calculando-se a razao

volumétrica entre as fases formadas no sistema, segundo a equacéao (1).

(1) R=*

em que Vc e Vd correspondem aos volumes das fase rica em micelas

(concentrada - ¢) e da fase pobre em micelas (diluida - d), respectivamente.
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Em seguida foram calculados os coeficientes de particéo, K, o qual pode ser
expresso por:
(2) K= C—C
o
em que Cc e Cd correspondem as concentracdes da biomolécula na fase rica
em micelas (concentrada - c) e na fase pobre em micelas (diluida - d),
respectivamente.
Além da razdo volumétrica entre as fases e o coeficiente de particdo, foi
estudado também o efeito do volume de exclusdo (EV) presente no sistema através

da equacao (3),

3) ey - #¢c-¢d
100

Onde ¢c - ¢d sao fragcdes volumétricas de tensoativo nas fases concentrada e
diluida, respectivamente. Além do coeficiente de particao, a eficiéncia do sistema em
purificar a enzima B-galactosidase também foi avaliada com base no valor de
recuperacdo da enzima B-galactosidase na fase pobre em micelas em relacdo a
concentracdo de enzima presente no caldo fermentado e adicionada inialmente ao
SMDFA, sendo R(%), definido a seguir:

C \Y
5) R(%)= % x100%

lactasei Vi

Onde, Cd e Ci correspondem as concentracdes da biomolécula na fase pobre
em micelas e no volume de caldo fermentado adicionado ao SMDFA,

respectivamente.
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4.13. ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os valores obtidos
estdo apresentados na forma de média ponderada, com 0s respectivos desvios
padrdo. O limite de significancia para todas as analises estatisticas foi de o = 10%,
resultando, portanto em um intervalo de confianga de 90%.

Experimentos quantitativos das atividades enziméaticas no SMDFA foram
realizados em triplicata, visando aplicacdo de analises estatisticas e os resultados
foram avaliados na forma de unidade de enzima (Ul/mL) apdés comparacdo com as
curvas analiticas. A avaliacdo de diferentes variaveis (concentracdo de caldo,
temperatura, e concentragdo de Triton X-114) no sistema foi realizada por meio da
utilizacdo do software GRETL, o qual também foi utilizado no delineamento

experimental, através do planejamento fatorial completo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. AVALIACAO DA PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE EM MEIO LIQUIDO
CONTENDO DIFERENTES RESIDUOS COMO FONTES DE CARBONO

A producdo de B-galactosidase por Aspergillus foetidus em meio liquido foi
avaliada na presenca de diferentes residuos agroindustriais como fonte de carbono.
Os meios foram preparados variando os seguintes residuos: lactose, residuos de
feijdo, farelo de trigo, residuos de soja e residuos de casca de soja. A adicao de
casca de soja ao meio liquido, como pode ser observado na Figura 6 induziu a maior

expressao extracelular da enzima de interesse pelo fungo.

45 -
= 401 - M Lactose
€
= 35
3 -
= 30 Residuos de
2 feijao
‘w 25 -
E M Farelode trigo
20 -
w
2 15 ,
S B Residuos de
S 10 - soja
= .
< 5 - - Cascade soja
O | —
Fontes de Carbono

Figura 6: Dosagem das atividades enzimaticas em meio liquido contendo diferentes
residuos agroindustriais como fonte de carbono.

Apés a escolha da casca de soja como fonte de carbono, foi realizada uma
fermentacdo em meio liquido por vinte dias nas mesmas condi¢cdes anteriores
contendo o meio liguido mais a casca de soja a 2,0%. Retirando aliquotas desta
fermentacdo diariamente e quantificando a atividade enzimatica e a concentracéo de
proteinas no extrato bruto, foi construida uma curva de inducédo, onde se observou o
perfil da producéo de B-galactosidase pelo fungo Aspergillus foetidus nas condi¢des

estabelecidas anteriormente.
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Os resultados apresentados na Figura 7 mostraram que atividade especifica
para a enzima [(-galactosidase foi maior em sete dias de fermentacao resultando no
valor de 1,4x10%> Ul/mg de proteina. Apds esta quantificacdo as fermentacdes
subsequentes foram realizadas durante sete dias, apresentando uma atividade para
B-galactosidase proxima a 28,0 Ul/mL. Aliquotas deste caldo foram separadas com o

intuito de purificar e caracterizar a enzima 3-galactosidase.
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1,2 -

038 -
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Atividade Especifica (Ul/pg)

0,2 -

0 5 10 15 20 25

Tempo (Dias)

Figura 7: Curva de inducdo com as atividades especificas em cada dia da
fermentacéo.

A produgdo de [B-galactosidase pode ser realizada em diferentes tipos de
meio de cultura, com diferentes fontes de carbono. No entanto, a composicdo do
meio influenciou diretamente o processo fermentativo. Um dos substratos utilizados
aumentou a producdo enzimatica o que € de grande interesse comercial. Nagy et al.
(2001) utilizando meio de fermentacdo contendo 2% de lactose, 0,4% de peptona,
0,4% de extrato de levedura, 0,2% de fosfato de potassio (KH,PO,), 0,8% de fosfato
de sodio (NaxHPO4H,0) e 0,25% de sulfato de magnésio (MgSO,46H,0), realizou
fermentacdo durante 65 horas a 25°C com o fungo Penicillium chrysogenum e
determinou uma atividade enzimatica para -galactosidase no extrato bruto igual a
14,31 Ul/mL (87). Outro meio bastante utilizado pela literatura € o composto de
farelo de trigo e agua (11, 91). Neste meio, O’Connell (2008), encontrou no extrato
bruto 356 U de atividade enzimatica (11). Santiago et al. (2004) utilizou lactase como
fonte de carbono do meio formulado com soro de queijo para as fermentacdes com

Kluyveromyces marxianus (46).
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No presente trabalho, o meio de cultura utilizado para a producao extracelular
de B-galactosidase pelo fungo Aspergillus foetidus foi avaliado e residuos da casca
de soja e o mesmo foi selecionado como melhor fonte de carbono nas condi¢bes
testadas. A casca de soja € um material descartado pelos produtores de soja e pode
ser obtida a baixos custos, o que é interessante para a producdo industrial em

grande escala de enzimas.

5.2. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DO EXTRATO BRUTO

A caracterizagdo bioquimica do extrato bruto proveniente da fermentacdo de
sete dias com residuos da casca de soja como fonte de carbono, foi feita atravées de
corrida eletroforética SDS-PAGE e testes enzimaticos para determinar a temperatura
otima, pH 6timo e estabilidade térmica das p-galactosidases presentes no meio. O
SDS-PAGE revelou a presenca de cinco bandas protéicas no extrato bruto com

massa molecular variando entre 160 kDa e 55 kDa (Figura 8).

1 2

220 kDa
170 kDa

116 kDa

76 kDa

53 kDa

Figura 8: Eletroforese em gel de acrilamida/Bis-acrilamida, revelado com Coomassie
Blue. Padréo de massa molecular (1), Extrato Bruto (2). A curva de regressao linear
utilizada para estimar o massa molar das proteinas eluidas neste gel foi y= 0,0027x
+0,3888, R” = 0,8634
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A avaliagdo do pH 6timo apresentou picos de atividade da enzima (-
galactosidase nos valores de pH 2,6, 4,6, 6,0 e 7,0, 0 que pode indicar a presenca

de mais de uma isoforma da enzima no meio (Figura 9).
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Figura 9: Determinacdo dos valores de pH oOtimo para enzimas presentes no

sobrenadante do extrato bruto apos sete dias de fermentacdo em meio contendo
casca de soja.

Em sequéncia a Figura 10 (A, B e C) mostra que foi com 60°C que a atividade
enzimatica em valores de pH acido e neutro foi mais elevada dentro de uma
variacao de 20°C a 80°C.
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Figura 10: Determinacao dos valores de temperatura 6tima para enzimas presentes
no sobrenadante do extrato bruto apds sete dias de fermentacdo em meio contendo

casca de soja. A: pH do substrato igual a 3,0; B: pH do substrato igual a 4,6 e C: pH
do substrato igual a 7,0.

O estudo da estabilidade enzimatica das lactases presentes no extrato bruto,
mostrou que elas foram estaveis por pouco tempo em condi¢cdes determinadas. O
teste de estabilidade foi feito com o extrato bruto da fermentacdo de sete dias. Foi
usado substrato em pH 7,0, conforme método padrdo adotado para atividade
enzimatica e a temperatura de incubacdo de 30°C foi mantida durante 8 horas. A
atividade enzimatica com 30 minutos de incubacao foi de 27,41 Ul/mL e com 8 horas

foi de 2,62 Ul/ mL, indicando que a estabilidade da B-galactosidase comeca a decair
depois de 1 hora de incubacéo (Figura 11).
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Figura 11: Determinagao da estabilidade da enzima -galactosidase no extrato bruto
a 30 °C por 8 horas

As reacdes enzimaticas sdo fortemente dependentes de uma temperatura
otima (15). Esta temperatura otima influéncia diretamente a atividade da enzima,
aumentando a velocidade de reacéo e, por consequéncia, a conversao do substrato
em produtos. Temperaturas abaixo ou acima desta faixa inibem a atividade
enzimatica. A temperaturas muito superiores, ocorre a inativacdo da enzima, devido
a desnaturacdo da enzima. Como consequéncia, o conhecimento da faixa de
atividade otima para cada enzima € fundamental para a otimizagcdo dos processos
envolvendo reacdes enzimaticas (15). A alta temperatura 6tima encontrada neste
estudo indica a presenca de B-galactosidases no meio com caracteristicas de
interesse industrial. Podendo ser aplicadas para a producdo de oligossacarideos e
na hidrélise da lactose durante a pasteurizacéo do leite. Além disso, as isoformas da
B-galactosidase estavam ativas em uma ampla faixa com valores de pH,
caracteristico do estomago. Apos a ingestdo o pH gastrico diminui progressivamente
até aproximadamente 2,0, devido a estimulacédo da secrecdo de acido gastrico. Isso
faz com que provavelmente as enzimas encontradas sejam eficazes na hidrélise da
lactose in vivo durante a fase gastrica da digestao. Estes resultados vao ao encontro
da literatura, onde Lima et al. (1982) purificaram uma (-galactosidase de Aspergillus
niger com temperatura 6tima de 65°C e pH 6timo de 4,5 (91). Fantes e Robert
(1973) utilizaram Aspergillus oryzae para produzir lactase com pH 6timo de 4,5 e
temperatura 6tima de 55°C (91, 92). Gekas e Leiva (1985) apresentaram um estudo
em que lactases de Aspergillus niger tem pH 6timo entre 3,0 e 4,0 e temperatura

otima entre 55 e 60 °C, ja lactase de Aspergillus oryzae indicaram pH 6timo 5,0 e



42

temperatura Otima entre 50 e 55 °C (31). A presenca de isoformas de -
galactosidase expressa por fungos filamentosos em meio liquido foi também descrita
por O’'Connell e Walsh (2008), apresentando valores de pH 6timo de 3,0 5,5e 5,0 e
temperatura 6tima igual 55°C e 65°C (11).

5.3. SEPARACAO FRACIONADA POR MEMBRANAS DE 30 kDa E 100 kDa

Apo6s quantificacdo da atividade enzimatica, o extrato bruto foi filtrado em
sistema de filtracdo a vacuo utilizando membranas de poros definidos de 100 kDa e
30 kDa para as separacOes fracionadas das proteinas presentes no caldo.
Primeiramente, o extrato bruto foi concentrado pela membrana de 100 kDa, obtendo-
se uma fracado concentrada (>100 kDa) e uma ultrafiltrada (<100 kDa). Na fracdo >
100 kDa, o volume foi reduzido 10 vezes, proporcionando um aumento ha
concentracéo de proteinas e das atividades enzimaticas, porém nao se observou um
aumento no fator de purificacdo para a p-galactosidase. O volume ultrafiltrado (<100

kDa), foi em seguida permeado pelo meio filtrante com poros de 30 kDa.

A separacao fracionada por membranas de poros definidos em 100 kDa e 30
kDa, gerou trés fracdes com atividades de B-galactosidase. No entanto, como pode
ser observado na tabela 4, o fator de purificacdo neste processo nao indica uma
purificacao para a enzima de interesse nas diferentes fracdes. Este resultado pode
estar vinculado a significante perda de atividade enzimatica ocorrida durante a
ultrafiltracdo. Corroborando com estes resultado, o perfil proteico das fracdes
avaliado por SDS-PAGE (Figura 12), confirma a presenca de bandas de proteina
muito semelhantes no extrato bruto e nas fragdes maior que 100 kDa e maior que 30
kDa.
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Tabela 4: Descricdo da atividade enzimatica da (-galactosidase e a concentracéo
proteica total nas fracdes obtidas apds separacao fracionada por membranas de 100
kDa e 30 kDa.

Fracbes Proteina Total Atividade Atividade Fator de
(kDa) (mg) Enzimatica  Especifica (Ul  Purificacdo
(un /mg)
Extrato Bruto 2369 10 4,22 1,0

> 100 790 1186 1,50 0,356
<100 1434 1731 1,20 0,285

> 30 453 1203 2,65 0,629
<30 838 0 0 0

220 kDa
170 kDa

116 kDa

76 kDa

53 kDa

Figura 12: Eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida, corado com
Comassie blue. As amostras das fracGes aplicadas foram: Padrdo de massa molar
(1), Extrato Bruto (2), >100 kDa (3), >30 kDa (4), <30 kDa (5). As bandas protéicas
reveladas possuem aproximadamente 160 kDa, 110 kDa, 77 kDa, 71 kDa e 55 kDa.

O zimograma para [-galactosidase com amostras do extrato bruto e das
quatro fragbes obtidas com a ultrafiltracdo evidenciou-se uma banda com atividade
de B-galactosidase de aproximadamente 75 kDa (Figura 13). Este resultado vai ao

encontro com a literatura, onde se encontra descrito enzimas [p-galactosidase
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purificadas apresentando massas molares variando entre 70 e 170 kDa. Uma [3-
galactosidase de Aspergillus niger foi purificada apresentando 124 kDa ao mesmo
tempo que a de Aspergillus oryzae possuia 90 kDa (31). Song et al. (2010)
encontraram uma [(-galactosidase produzida pela levedura Guehomyces pullulans
com 170 kDa (68).

220 kDa
170kDa

116kDa

76kDa

53kDa

Figura 13: Zimograma para atividade da B-galactosidase revelado com X-Gal. Linha
1: padrdes de massa molar conhecido. Linha 2: banda proteica de aproximadamente
75 kDa com atividade enzimatica caracteristica da enzima [-galactosidase na
presenca do substrato X-Gal.

A escolha da operacdo unitaria filtracdo, trabalhando-se com membranas
semi-permeaveis tem sido uma alternativa aos processos convencionais de
separacao nas industrias quimicas, farmacéuticas, biotecnologicas e de alimentos.
As vantagens desse processo sdo 0 baixo consumo de energia, a reducdo no
namero de etapas de purificagcdo, maior eficiéncia e qualidade do produto final,
especificidade, possibilita a separacdo de termolabeis, simplicidade de operacédo e
ampliacdo de escala (15). No entanto, muitas vezes esta etapa pode ser
considerada como um processo preliminar (pré-purificacdo), preparando a amostra

para ser aplicada em operacdes de purificacdo mais especifica (7).
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5.4. APLICACAO DO SISTEMA MICELAR DE DUAS FASES AQUOSAS

Para compreender melhor o comportamento da enzima no sistema micelar de
duas fases aquosas a curva binodal foi determinada. Esta curva representa o limite,
em funcdo da temperatura e da concentracdo de tensoativo, no qual a solugao
micelar se separa em duas fases macroscépicas (80). Na Figura 5 a curva binodal
obtida experimentamente para o sistema Triton X-114/tampao tampéo fosfato pH 7,0
€ apresentada.

A curva binodal obtida estd de acordo com as curvas descritas previamente na
literatura (81). No entanto, ndo se obteve uma curva em forma de sino com
concavidade para cima, como a observada por (93). E provavel que a diferenca
entre as curvas binodais se deva as impurezas do tensoativo Triton X-114, que
podem causar alteracdo nos valores dos pontos de névoa. A diferenca existente
entre os trabalhos também pode ser justificada pelo fato de ter sido utilizado Triton
X-114 de diferentes lotes. Além disso, pequenas diferencas existentes entre 0s
banhos termostatizados como espessura do vidro da cuba, sistema de aquecimento
da agua e a sensibilidade do medidor de temperatura, podem acarretar pequenas

diferencas no ponto de névoa observado pelo pesquisador.

5.5. PARTICAO DA ENZIMA B-GALACTOSIDASE NO SISTEMA MICELAR
TRITON X-114/TAMPAO FOSFATO

A particdo das enzimas (B-galactosidases presentes nas fracdes >100 kDa e
>30 kDa em sistema Triton X-114/Tampédo fosfato pH 7,0 foi estudada para
diferentes temperaturas, concentracdo enzimatica inicial e concentracbes de
tensoativo. Na Figura 14, o sistema Triton X-114/Tampéao fosfato pH 7,0 obtido é
apresentado, podendo-se observar claramente a presenca de duas fases aguosas

imisciveis, separadas por uma interface.
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Figura 14: llustragdo do sistema micelar Triton X-114/Tampéo fosfato pH 7,0 de
duas fases aquosas preparado a 2,0%(p/p) de Triton X-114 e mantido em banho a
30°C por 2 horas.

A eficiéncia destes sistemas foi avaliada baseando-se na concentracdo de [3-
galactosidase encontrada na fase pobre em micela em relacdo a concentracao de -
galactosidase adicionada ao sistema inicialmente. Os calculos de balanco de massa
e coeficiente de particdo ndo foram utilizados para avaliar a eficiéncia do processo,
pois ndo foi possivel quantificar a concentracdo real de enzima na fase rica em
micela, devido a interacédo entre o substrato enzimatico e o tensoativo Triton X-114.

De acordo com os dados das Figuras Figura 15, Figura 16 e Figura 17, a
maioria dos ensaios apresentou resultados favoraveis para a aplicacdo do SMDFA
para purificacdo da enzima B-galactosidase na fase pobre em micelas. No entanto,
os melhores resultados foram obtidos trabalhando-se com a fracdo >100 kDa. Os
sistemas contendo 2,0%(p/p) de Triton X-114 e adicionados de 1,0%(p/p) e
5,0%(p/p) de caldo fermentado ndo mostraram recuperacdo de B-galactosidase na
fase pobre em micelas. A temperatura mais baixa e menor concentracdo de
tensoativo no inicio do sistema podem ter interferido na formacdo das micelas, na
separacao das fases e consequentemente no deslocamento das moléculas. Ja os
sistemas com 4,0%(p/p), 6,0%(p/p), e 8,0%(p/p) de Triton X-114 e com
concentracbes de caldo fermentado de 10,0%(p/p), 20,0%(p/p) e 40,0%(p/p)
incubados em diferentes temperaturas (26°C, 28°C e 30°C) mostraram que a enzima

foi recuperada preferencialmente na fase hidrofilica. O sistema com 8,0%(p/p) de
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Triton X-114, 10,0%(p/p) de caldo fermentado foi o mais eficaz na recuperacao de
lactases, com 89,8% de recuperacdo enzimatica (Figura 17A). Este resultado esta
alinhado com a literatura, uma vez que enzimas hidrofilicas sdo geralmente
purificadas e recuperadas na fase pobre em micela.

Blankschtein et al. (1986) usando a teoria do volume de exclusdo mostraram
que proteinas hidrofilicas migram preferencialmente para fase pobre em micelas
guando estédo presentes em sistemas micelares de duas fases aquosas néo-idnico
(80, 94). Segundo a teoria, a particao destas proteinas é governada principalmente
por interagbes repulsivas, estéricas e pelo volume de exclusdo entre as proteinas
globulares hidrofilica e as micelas ndo carregadas. Além disso, o comportamento de
particdo destas proteinas também pode ser entendido a partir de um ponto de vista
puramente entropico, uma vez que as proteinas hidrofilicas podem experimentar um
numero maior de configuragcbes na fase de pobre em micelas devido ao maior

volume disponivel gratuitamente.
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Figura 15: Resultados experimentais da particdo da fracdo >100kDa contendo [3-
galactosidase expressa por Aspergillus foetidus em sistema Triton X-114/Tampao
fosfato, para diferentes temperaturas e concentracées de caldo fermentado. SMDFA
com Triton X-114 4,0%(p/p). (A) caldo fermentado 10,0% (p/p); (B) caldo fermentado
20,0% (p/p) e (C) caldo fermentado 40,0% (p/p).
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Figura 16: Resultados experimentais da particdo da fragcdo >100kDa contendo f3-
galactosidase expressa por Aspergillus foetidus em sistema Triton X-114/Tampéao
fosfato, para diferentes temperaturas e concentragdes de caldo fermentado. SMDFA
com Triton X-114 6,0%(p/p). (A) caldo fermentado 10,0% (p/p); (B) caldo fermentado

20,0% (p/p) e (C) caldo fermentado 40,0% (p/p).
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Figura 17: Resultados experimentais da particdo da fracdo >100kDa contendo [3-
galactosidase expressa por Aspergillus foetidus em sistema Triton X-114/Tampéao
fosfato, para diferentes temperaturas e concentracdes de caldo fermentado. SMDFA
com Triton X-114 8,0%(p/p). (A) caldo fermentado 10,0% (p/p); (B) caldo fermentado
20,0% (p/p) e (C) caldo fermentado 40,0% (p/p).

Estes resultados foram obtidos com a realizacdo e um planejamento
experimental visando a obtencdo dos melhores valores para a purificacdo da enzima
de interesse (item 4.11).0 método avaliado foi por superficie de resposta, que
consiste em um conjunto de técnicas utilizadas para avaliar as relacdes entre uma
ou mais Vvariaveis dependentes e um numero de varidveis quantitativas
independentes que podem ter efeitos importantes sobre as variaveis dependentes

analisadas.
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Dos valores experimentais obtidos para a varidvel (Y%Recuperacao), através
da analise de regresséao, feita com o método dos Minimos Quadrados Ordinarios,
obteve-se um modelo tedrico mateméatico para descrever os valores mais elevados
para este parametro avaliado. A equagéo abaixo descreve o efeito da temperatura,
da concentracdo de enzima presente no caldo fermentado e da concentracdo de
Triton X-114 em relacdo a porcentagem de recuperacdo da enzima p-galactosidase

na fase pobre em micela do SMDFA.

(6) R(%) =—1999,3+155*[TX114] -0,21*[Caldo] +148,08+T —2,69+T >

A andlise de regressao mostrou que a particdo foi significativamente afetada
(p<0,1) pelas variaveis independentes avaliadas, como pode ser observado na
Tabela 5.

Tabela 5: resultados do modelo de regressdo adotado, utilizando o método dos
Minimos Quadrados Ordinarios

Coeficiente Erro Padrdo razao-t p-valor
Constante -1999,3 606,646 -3,2957 0,00157
[TX-114] 1,54656 0,823309 1,8785 0,06467
[Caldo] -0,212097  0,107796 -1,9676 0,05326
T (°C) 148,079 43,4754 3,4060 0,00112
T (°C)? -2,69092  0,776223 -3,4667 0,00092

O modelo aponta que os valores mais elevados de recuperacédo da enzima na
fase pobre em micelas foram obtidos com Triton X-114 8,0% (p/p), caldo 10,0% (p/p)
e temperatura de incubacao de 27,6 °C, como pode ser observado na superficie de

resposta apresentada na Figura 18.
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Figura 18: Gréfico de superficie de resposta para R(%) em funcéo da temperatura e
concentracdo de Triton X-114, considerando a adicdo de 10,0% (p/p) de caldo
fermentado ao SMDFA.

A melhor condicdo de purificagcdo apontada pelo modelo é semelhante a
experimentalmente obtida, onde a maior concentracéo de Triton X-114 8,0% (p/p) e
uma menor concentracao de caldo fermentado no sistema 10,0% (p/p) favoreceram
a purificacdo da enzima de interesse na fase pobre em micelas. Porém, o ajuste do
modelo foi baixo, pois houve diferencas significativas entre os seus resultados e os
dados experimentais, o que foi caracterizado pelo R? de apenas 0,315.
Provavelmente, este fato € devido a equacéo utilizada para calcular a porcentagem
de recuperacédo nao ter considerado a concentracdo de B-galactosidase presente na

fase rica em micelas pela existéncia de interferéncias no método padréo.

5.5.1. Efeito da temperatura e pH sobre a enzima -galactosidase

A estabilidade térmica das enzimas e a estabilidade em diferentes valores de
pH, sdo caracteristicas importantes para aplicacdo industrial e para o sucesso dos
processos de purificacdo. Varias técnicas para purificacdo de proteinas vém sendo
empregadas, porém acredita-se que a chave para se obter sucesso no processo de
purificacdo € a selecdo de uma técnica apropriada que maximize o rendimento,

levando em consideragéo a estabilidade das enzimas em diferentes temperaturas e
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diferentes valores de pH. Além disso, informacdes importantes podem ser adquiridas
com o conhecimento do ponto isoelétrico, da massa molar e da hidrofobicidade das
enzimas de interesse, permitindo uma eficiente escolha do processo de purificagéo a
ser utilizado (95).

Ap6s determinar as melhores condicbes de recuperacdo da enzima f-
galactosidase em SMDFA, foram determinados os valores de pH 6timo, temperatura
Otima e estabilidade térmica para a B-galactosidase presente na fase pobre em
micela recuperada apdés particdo. Repetidos SMDFA nas condi¢bes de 8%(p/p) de
Triton X-114, 10%(p/p) de extrato concentrado, fragdo > 100 kDa foram preparados
e as fases obtidas apds incubacao por 2 horas em banho maria a 28°C. Em seguida
foi realizada a caracterizacdo bioquimica da p-galactosidase presente na fase pobre
em micelas do sistema micelar.

A enzima [B-galactosidase apresentou um pH 6timo em 2,6 apos este valor

ocorreu um rapido declinio na atividade enzimatica (Figura 19).
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Figura 19: Efeito do pH na enzima B-galactosidase presente na fase pobre em
micela recuperada apos particio com SMDFA.

Em sequéncia a Figura 20 mostra que a enzima apresentou atividade maxima
a 60°C com uma diminuicdo acentuada da atividade enzimatica apds esta
temperatura.
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Figura 20: Efeito da temperatura na enzima -galactosidase presente na fase pobre
em micela recuperada apos particdo com SMDFA.

5.5.2. Estabilidade térmica da enzima B-galactosidase

O teste de estabilidade térmica foi realizado na fase pobre em micela
recuperada apods particdo com SMDFA. A atividade enzimatica com 1 hora de
incubacéao foi de 90,42% e com 8 horas foi de 19,30%. Os resultados indicam que a
estabilidade da B-galactosidase comeca a decair depois de 1 hora de incubacéo,
com variacbes na inclinacdo da reta indicando dois momentos com diferentes

velocidades de perda de atividade enzimatica (Figura 21).
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Figura 21: Determinacao da estabilidade da enzima B-galactosidase na fracdo pobre
em micela recuperada ap0s particdo com SMDFA.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou que o fungo Aspergillus foetidus isolado do Cerrado
foi capaz de expressar a enzima [3-galactosidase em meio liquido. Entre as fontes de
carbono testadas, o residuo de casca de soja induziu uma maior expressao desta
enzima por este microrganismo. A avaliacdo do processo fermentativo mostrou que
apos sete dias de fermentacao nas condi¢cBes acima descritas a atividade especifica
para a enzima de interesse foi maior que apdés vinte dias de fermentacdo nas
mesmas condic¢des.

A indicacdo da presenca da enzima B-galactosidase no caldo fermentado foi
confirmada pelo SDS-PAGE e pela caracterizacdo bioquimica do extrato bruto,
direcionando os processos de purificagao.

Considerando a aplicacdo de processos de baixo custo na purificacao
enzimatica, pode-se dizer que o sistema de filtracdo por membranas de poros
definidos em 30 kDa e 100 kDa, foi eficiente para clarificacdo do meio, porém néo foi
capaz de aumentar o fator de purificacdo da enzima de interesse. Por outro lado, a
aplicacdo do SMDFA usando Triton X-114/tampédo fostato apresentou resultados
satisfatorios com recuperacao de 89,8% da enzima aplicada ao sistema na fase
pobre em micelas. A caracterizacdo das [(-galactosidases presentes nesta fase
mostrou resultados importantes relacionados a purificacgdo de novas f-
galactosidases com caracteristicas adequadas ao uso humano como suplemento
alimentar. A enzima apresentou pH 6timo igual a 2,6 e temperatura 6tima igual a
60°C abrindo espaco para a aplicacdo em processos industriais e como suplemento

alimentar para uso humano.
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