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RESUMO

A B-galactosidase comumente conhecida como lactase, se destaca como uma das
enzimas mais importantes utilizadas no processamento de alimentos.
Convencionalmente, sua principal aplicagdo tem sido a hidrdlise de lactose em
produtos lacteos. Uma de suas principais fontes sao bactérias acido laticas, tais
como Enterococcus faecium, conhecida pela capacidade de crescer em diferentes
tipos de meios de cultura. No entanto, a produgcdo em larga escala desse produto
gera altos custos de meio de cultivo, levando a busca de alternativas para a
substituicdo total ou parcial dele. O sobrenadante de microrganismos
fotossintetizantes pode ser uma opcéo devido a quantidade de vitaminas, agucares e
proteinas presentes no meio que podem ser reaproveitados para o crescimento do
microrganismo e produgdo de bioativos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
producado, purificacdo e caracterizagdo da (-galactosidase a partir de E. faecium
usando sobrenadante de cultivo de microalgas em meio de cultura comercial.
Inicialmente, foi realizado uma selecdo do melhor meio alternativo utilizando
sobrenadante de trés microalgas (Chlorella vulgaris, Dunaliella tertiolecta e
Scenedesmus sp) em diferentes concentragbes combinado ao meio comercial, em
seguida o melhor meio foi submetido ao planejamento experimental com analise de
superficie de resposta com o intuito de otimizar as condicbes da producido da
enzima, através das seguintes variaveis: pH, temperatura, tempo de cultivo e
concentracdo de lactose. Os resultados mostraram que o meio contendo
sobrenadante de C.vulgaris foi o melhor na produgdo da enzima e as variaveis pH,
temperatura e concentragao de lactose influenciaram significativamente na produgao
de B-galactosidade. Sendo a maior atividade encontrada 30,83 U/ml pelas variaveis:
pH 8, 5% de lactose e temperatura de 31°C. A B-galactosidase foi purificada
utilizando cromatografia de troca ibnica e sua massa molecular foi determinada por
eletroforese SDS-PAGE. O fator de purificacdo da enzima encontrado foi de 3,05
com rendimento de 7,02%. A enzima purificada foi entdo, caracterizada visando sua
aplicacdo industrial sendo sua atividade maxima a 40°C e pH 7,0. Quando testada
em estabilidade, a enzima manteve-se estavel por 45 min a 30°C em pH o6timo.
Estes resultados apontam que a (-galactosidade de E. faecium mostrou potencial

aplicagao industrial a partir da produgao por residuo de baixo custo.

Palavras-chave: Lactose; residuos agroindustriais; bactérias acido laticas.
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ABSTRACT

B-galactosidase commonly known as lactase, stands out as one of the most
important enzymes used in food processing. Conventionally, its main application has
been the hydrolysis of lactose in dairy products. One of its main sources are lactic
acid bacteria, such as Enterococcus faecium, known for its ability to grow in different
types of culture media. However, a large-scale production of these product generates
high culture medium costs, leading to the search for alternatives for a total or partial
replacement of that. The metabolic liquid of photosynthetic microorganisms can be
an option due to the amount of vitamins, sugars and proteins present in the medium,
which can be reused for the microorganism growth and bioactive production. The aim
of this work was avaluate the production, purification and characterization of (-
galactosidase from E.faecium using culture supernatant of the microalgae in
commercial culture medium. Initially, a selection of the best alternative medium was
performed using three microalgae supernatant (Chlorella vulgaris, Dunaliella
tertiolecta and Scenedesmus sp) with different concentrations in commercial
medium, then the best medium was submitted to the experimental design with
response surface analysis aiming of optimizing the production conditions of the
enzyme, through the following variables: pH, temperature, culture time and lactose
concentration. The results showed that the medium containing C.vulgaris
supernatant was the best in the production of the enzyme. The higher -
galactosidase activity was 30.83 U/ml with variables pH 8, 5% lactose concentration
and temperature of 31°C. p-galactosidase was purified using ion exchange
chromatography and molecular weigth was determinated by SDS- PAGE
eletrophoresis. The purified fold was 3,05 with 7,02% of yield. The purified enzyme
was then characterized aiming its industrial uses with maximal activity at 40°C and
pH 7.0. When tested for stability, the enzyme keeping active for 45 min at 30 °C and
optimum pH. These results indicate that B-galactosidase of E.faecium showed

potential industrial application from low cost residue.

Keywords: Lactose; agroindustrial waste; lactic acid bacteria.
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CAPITULO |

1. INTRODUGAO

Enzimas s&o polimeros bioldgicos, catalisadores de reagbes quimicas altamente
especificas, permitindo a conducio e controle dos processos quimicos a partir das
células vivas (HARVEY, 2012). Elas estdo entre as biomoléculas mais notaveis
devido a sua extraordinaria especificidade e poder catalitico, muito superior ao dos
catalisadores quimicos (LEHNINGER, 2008).

A [-galactosidase, enzima utilizada em escala industrial, principalmente na
industria de alimentos, onde é conhecida por realizar dois importantes processos
metabdlicos: a hidrélise da lactose que surge como um dos processos
biotecnolégicos mais importantes nessa atividade industrial, pelo efeito benéfico na
assimilacédo da lactose, bem como uma possivel vantagem tecnoldgica e ambiental
de grande aplicagdo na industria (GURDAS et al., 2012) e as reagdes de
transgalactosilagdo que foram exploradas na sintese de prebidticos a base de
lactose, como galactooligossacarideos (GOS), lactulose e lactosacarose (SILVERIO
et al., 2015; 2016; TORRES et al., 2010).

A producdo de enzimas tem varias origens: as encontradas em tecido animal e
vegetal, podendo ser extraidas e cultivadas in natura, respectivamente; e as
provenientes do cultivo microbiolégico, desenvolvidas por técnicas fermentativas
(REGULY, 2000). As fontes microbianas s&o preferidas, devido a facil manipulagéo e
rendimento. Apesar disso, o aumento nos custos de producao industrial pode ser um
obstaculo, ja que esses organismos sao geralmente fastidiosos e exigentes quanto a

disponibilidade de nutrientes no meio.

A ampliacao da utilizagédo industrial da B-galactosidase, tem levado a busca por
alternativas que minimizem as despesas, como 0s subprodutos de baixo valor, que
possibilitem a substituicdo de componentes de custo elevado do meio fermentativo.
Aproximadamente 30-40% dos custos envolvidos na produgao de enzimas é devido

ao meio de cultura utilizado para a fermentagdo do microrganismo da qual ela é
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proveniente, sendo assim a otimizagdo das condi¢cdes de cultivo é uma estratégia
importante para reduzir os custos (JOO; CHANG, 2005).

Existem diversos subprodutos utilizados como fontes alternativas para a
producao de B-galactosidase por bactérias, entre eles temos o soro de queijo, que é
um dos principais residuos agroindustriais empregados servindo como fonte de
carbono (SANTIAGO et al., 2004; PANESAR, 2008; OBEROI et al., 2008), e a agua
proveniente da maceragao do milho que em substituicdo do extrato de levedura,
serve como fonte de nitrogénio. Porém, segundo Vasilievic e Jelen (2001), é
importante a suplementagdo com sais minerais e vitaminas, além da necessidade de
adicionar fonte de carbono ou de nitrogénio, a depender do residuo principal no meio
de cultivo. Tais residuos agroindustriais sdo geralmente langados na natureza,
causando sérios riscos de contaminacdo ao meio ambiente. O mesmo ocorre com o

sobrenadante da produg&o de microrganismos fotossintetizantes e microalgas.

Nos ultimos anos, as microalgas tém despertado bastante interesse como fonte
de biomassa para a produgéo de biocombustiveis e outros produtos (RITTMANN et
al., 2008). Isso porque além de serem facilmente cultivadas, as microalgas contem
em sua biomassa uma grande variedade de compostos bioativos com alto valor
industrial em cosméticos, alimentos e nutricdo. Porém, a separacédo dessa biomassa
do meio de cultivo gera uma grande quantidade de residuo liquido sem o destino
adequado, sendo o equivalente a 2000L de agua para 1kg da biomassa
(DEPRAETERE et al., 2015). De acordo com Hadj-Romdhane (2013) esse liquido
proveniente do cultivo das microalgas contem metabolitos como lipidios,
carboidratos, proteinas e substancias nitrogenadas que sdo expelidos durante o
crescimento. Sendo assim, a utilizagdo do sobrenadante de microalgas como meio
de cultura se torna um via facilitadora do ponto de vista econémico, além de surgir

como um novo produto de aplicagao biotecnoldgica.

Sendo assim, o objetivo geral desse trabalho foi produzir, purificar e caracterizar
a (-galactosidase a partir de Enterococcus faecium utilizando liquido metabdlico de

microalgas em meio de cultura comercial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bactérias acido laticas

As bactérias acido laticas (BAL) s&o bactérias Gram-positivas ndo-esporulantes
encontradas normalmente em produtos lacteos, bebidas, carnes, legumes e na
microbiota natural dos tratos digestivo, respiratorio superior e urogenital inferior dos
animais. Elas compreendem a classe mais representativa de organismos probioticos
e desempenham papel importante durante o processo de elaboragdo dos produtos
fermentados, tais como: producdo de acido latico, reducdo do teor de lactose,
melhorias nas caracteristicas tecnoldgicas (sensorial, fisica e quimica) e melhoria na
segurancga alimentar (JERONYMO-CENEVIVA et al., 2014).

As BAL constituem um grupo heterogéneo devido aos tragos morfolégicos, uma
vez que podem aparecer na forma de bastonetes ou cocos, como células isoladas
ou em pares, podendo formar uma cadeia curta ou longa (SETTANNI &
MOSCHETTI, 2010) dentre os principais géneros do grupo das BAL estao:
Alkalibacterium, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus,
Vagococcus, and Weissella (SALMINEN et al., 2004; AXELSSON et al., 2012;
HOLZAPFEL AND WOOD, 2014).

A classificagdo das BAL vai de acordo com o produto final, sendo
homofermentativas por produzirem acido latico como principal produto ou
heterofermentativas pela formacdo de bioprodutos além do acido latico, como
diéxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil (ABDEL-RAHMAN et al.,
2011; CARR et al., 2002). Por isso, a aplicagao industrial mais proeminente de BAL
€ como culturas iniciadoras na produgao de alimentos fermentados, especialmente
os produtos lacteos (GASPAR et al., 2013).

Devido as suas propriedades metabdlicas, as BAL apresentam significativo efeito
inibitério sobre o crescimento e a producado de toxinas de muitas outras espécies de
bactérias. Esta atividade antagbnica pode ser devido a competicdo por nutrientes,
diminui¢cao do potencial redutor, reducao do pH, devido a producao de acido lactico,
producao de compostos inibidores, como perdxido de hidrogénio, didxido de carbono
e diacetil (POPPI et al., 2008). Entre as bactérias acido laticas, o género

12



Enterococcus tem atraido a atencao dos pesquisadores por apresentar uma longa
historia de uso seguro no processamento de alimentos, devido a produgédo de
bacteriocinas, além das caracteristicas probioticas (REDONDO et al., 2008)

2.2 Enterococcus

O género Enteroccocus sao bactérias acido laticas em forma de cocos que
podem ser encontradas de forma isolada, pares ou em cadeias curtas, sao
anaerobias facultativas, crescem bem em ampla faixa de temperatura (10°C a 45°C),
na presenca de 6,5% de cloreto de sodio, podem sobreviver em temperaturas de
60°C, bem como suportar ampla variacdo de pH (CORREA et al., 2005).

Anteriormente essas bactérias eram caracterizadas como Streptococcus de
classe D, mas devido as diferengas genéticas e a sua capacidade de crescer em
condi¢des dificeis, a classe D foi removida do género Streptococcus e agora
pertence a um unico género denominado Enterococcus que compreende 54

espécies (EUZEBY et al., 2015), sendo E. faecium e E. faecalis as mais conhecidas.

Estas bactérias sao naturalmente encontradas nos tratos gastrointestinal,
geniturinario e cavidade oral de humanos e animais, fazem parte da microbiota de
diversos alimentos, principalmente produtos lacteos, sdo também encontrados no

solo, na agua, em vegetais e em ambientes contaminados (REDONDO et al., 2008).

Enterococcus apresentam destaque na industria alimenticia, devido a habilidade
dessas bactérias em acelerar a maturagdo de queijos, melhorar os atributos
tecnolégicos em produtos lacteos, além de ajudar na conservagdo, evitando o
crescimento de patégenos (GIRAFFA, 2003). As cepas originais encontradas nesses
produtos lacteos fermentados sado recomendadas como probidticos benéficos
(CALACA et al.,, 2017). Havendo também uma importancia clinica, ja que esses
microrganismos também atuam na melhoria do equilibrio microbiano intestinal, no
tratamento de gastroenterites em humanos e animais e cancer colorretal
(DESROUILLERES et al., 2015; BAMWO et al., 2012).

Estudos recentes tém mostrado um papel importante no desempenho de
Enterococcus na produgao de enzimas tais como ciclo maltodextrinase (UNBAN et

al., 2018) e b-galactosidase (BADARINATH et al., 2011).
13



2.3 B-galactosidase

A hidrdlise enzimatica € um importante processo biotecnolégico na industria de
alimentos, principalmente lacteos. A B-galactosidase é usada para produzir produtos
livres de lactose, que € uma abordagem adequada para superar o problema da
intolerancia que afeta humanos em todo o mundo (HARJU et al., 2012). A
intolerancia a lactose € um problema relativamente comum. De fato, estima-se que

% da populagdo mundial possui intolerancia (SAVAIANO, 2017).

A lactose € um dissacarideo (glicose e galactose) encontrado em alimentos
lacteos. Sua absorgcdo depende do funcionamento da enzima f-galactosidase,
encontrada na mucosa (microvilos) do intestino delgado (DOMINGUEZ-JIMENEZ et
al., 2017). Assim, a ma digestdo da lactose é decorrente da insuficiéncia ou nao
persisténcia da (-galactosidase no organismo (JUAJUN et al., 2011). Esta enzima
catalisa o processo hidrolitico das ligagbes [(-1,4-D-galactosidica encontradas na
lactose (B-D-galactopiranosil- (1-4) -D-glucopiranose) e libera D-glucose e D-
galactose como produto final (HAIDER E HUSAIN, 2009).

Os produtos da hidrolise da lactose, isto é, glicose e galactose, s&o mais doces e
também mais soluveis que a propria lactose (GANZLE & HAASE, 2008). Sendo
assim, a enzima B-galactosidase produzida por microrganismos de grau alimentar

podem ser utilizadas na industria de alimentos e nutricional (JUAJUN, 2011).

Assim, existe um vasto mercado de leite e produtos lacteos sem lactose ou com
baixo teor desse dissacarideo, que pode ser obtido por hidrolise enzimatica
utilizando B-galactosidase (OLIVEIRA et al., 2011). Além da ma digestédo da lactose,
a cristalizacao desse dissacarideo se torna um problema durante a fabricagdao de

produtos lacteos, como o sorvete por exemplo.

Além da hidrdlise da lactose, a capacidade da p-galactosidase de formar
prebidticos é altamente atraente para a producdo de derivados de lactose de valor
agregado, como os galacto-oligassacarideos (GOS), prebidticos que podem
estimular o crescimento de bactérias benéficas tais como Lactobacillus e
Bifidobacterium, estdo cada vez mais presentes em alimentos funcionais, como por
exemplo, em edulcorantes de baixa caloria, produtos lacteos fermentados, doces,
paes e bebidas (GANZLE E HAASE., 2008; GOSLING 2010; PARK E OH, 2010).
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A p-galactosidase pode originar-se de diferentes fontes, incluindo animais,
plantas e microrganismos. Os microrganismos tém favorecido o estabelecimento
como principal fonte para producao industrial da enzima, devido a facil manipulagao
e o rendimento (HUSAIN et al., 2010; PEREIRA-RODRIGUEZ, 2012). No entanto,
apenas algumas fontes microbianas de [-galactosidase sado geralmente
reconhecidas como seguras (GRAS) e elegiveis para uso nas industrias
farmacéutica e alimenticia (CARDOSO et al., 2017).

Assim os principais microrganismos utilizados na produgdo comercial de G-
galactosidase sao as leveduras Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus,
os fungos filamentosos Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, as bactérias
Escherichia coli, Lactobacillus bulgaricus, Bacillus sp e Streptococcus lactis.
(RUBIO-TEIXEIRA 2006; MONTANES 2009; LONGO 2008; CARDELLE-COBAS
2008).

A variedade de fontes microbianas determina diferentes caracteristicas para
enzima sintetizada, tais como peso molecular, comprimento da cadeia de
aminoacidos, posicao do sitio ativo, pH e temperatura 6timos, entre outros. A tabela
1 indica as principais fontes e caracteristicas da [-galactosidase produzidas por
microrganismos onde a temperatura e o pH s&o variaveis entre diferentes fontes

microbianas.

Tabela 1. Propriedades da 3-galactosidase sintetizada por diferentes fontes microbianas

Microrganismo pH Temperatura Referéncias

6timo é6tima (°C)

Kluyveromyces fragilis 6,5 30 Laedro (2002)
Aspergillus oryzae 4.8 30 Todorova (2006)
Lactobacillus pentosus 8-7,5 60-65 Maischeberger (2010)

Pediococcus acidilactici 6 50 Chanalia (2018)
Bifidobacterium longum 7 50-55 Saishin (2010)
Enterococcus faecium 8 40 Badarinflztgﬁ ;Drakash
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2.4 Purificacdo da -galactosidase

O isolamento e separagdo de biomoléculas refletem algumas das principais
demandas industriais no ramo biotecnolégico. A busca por produtos com elevado
grau de pureza tem levado ao desenvolvimento de novas estratégias para o seu
avanco e producdo, visando uma futura aplicacdo na industria de alimentos,
farmacéutica e cosmética (CHAVEZ-SANTOSCOY, 2010).

A purificacao de proteinas varia desde uma simples etapa de precipitacdo até
processos de produgcdo em larga escala. Na maioria dos casos, € necessario mais
de uma etapa para atingir a pureza desejada. A chave para uma purificagao eficiente
€ selecionar as técnicas mais adequadas, otimizando o desempenho para que se
atenda as necessidades e combinando tudo de forma a maximizar o rendimento e
minimizar o numero de passos (AMERSHAM, 2001).

A purificagdo de produtos biotecnolégicos produzidos por microrganismos
constitui uma etapa complexa do processo, dadas a diversidade dos meios de
cultivo e as variadas caracteristicas das biomoléculas de interesse. Entre as
caracteristicas dos meios, pode-se citar a elevada proporgdo de agua, a presenga
de moléculas organicas e inorganicas e os metabdlitos distintos da molécula que
sera purificada (PESSOA, et al 2005).

Diferentes técnicas de separagao ja foram descritas, porém o mais comun € a
cromatografia de troca ibnica, sendo usada em 67% dos procedimentos de
purificacdo. Esta técnica consiste na adsorgao reversivel de moléculas carregadas
com grupos iénicos imobilizados numa matriz de carga oposta, onde a afinidade da
proteina com a coluna é conseguida por intermédio de ligagdes ibnicas. Os
trocadores de ions mais aplicados sao o dietilaminoetilo (DEAE), responsavél pela
troca anibnica (58%), e o carboximetilo (CM), para troca catidnica (20%)
(VENKATANAGARAJU et al., 2014; MOHAMMED, 2017; COSKUN, 2016).

Segundo estudos de purificagcdo de B-galactosidases diversas técnicas sao
usadas, sendo a maioria de alta resolugao utilizando combinag¢des de cromatografias

de afinidade e troca iénica. Alguns exemplos podem ser vistos na tabela 2.
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Tabela 2. Etapas utilizadas no processo de purificagao de (3-galactosidase.

Fontes Etapas de Purificagao Fator de Referéncias
purificagao
Bacillus megaterium Precipitacdo em sulfato de amdnio, dialise, *INF Li et al (2009)

cromatografia em coluna de fluxo rapido
DEAE- sepharose e de afinidade.

Bacillus Cromatografia de permuta id6nica em Ni 5,3 Juajun et al
licheniformis Sepharose e ultrafiltracdo (2011)
Penicillium Precipitaggo em  sulfato de  amobnio, 66 Nagy et al
chrysogenum cromatografia de troca ibnica em DEAE- (2001)
Sephadex.
Enterococcus Precipitagdo em sulfato de amébnio, DEAE 5,23 Badarinath et
faecium celulose e Sephadex G-150 al (2011)
Pediococcus Precipitacgo em sulfato de amonio, 3,06 Chanalia
acidilactici cromatografia de filtragdo em gel e de permuta (2018)
idnica.
Kluyveromyces Cromatografia de filtragdo em gel, troca i6Gnica 5,4 Mazi (2016)
lactis e de afinidade

*INF= Informagao nao fornecida

2.5 Reciclagem do sobrenadante de microrganismos fotossintetizantes

O residuo industrial € um dos maiores responsaveis pelas agressées ao meio
ambiente. Principalmente com a crescente industrializagdo em regides ainda em
desenvolvimento, onde nem sempre ha o preparo para o tratamento ou pelo menos
o armazenamento adequado desses efluentes. O despejo de efluentes industriais
sem o tratamento devido pode resultar em graves problemas ambientais, dentre
eles, a deterioragdo dos ambientes naturais levando a morte da fauna, rios e lagos
(KUMMER et al., 2011). Assim, a melhor forma para minimizar esse impacto
ambiental é reduzir a geragcdo dos residuos através do controle de processos e

buscar alternativas de reciclagem e reutilizacdo desses produtos gerados.
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Nos ultimos anos, as microalgas ou microrganismos fotossintetizantes tém sido
foco de muitos estudos. Esses microrganismos autotroficos sdo cultivados para
produzir numerosos produtos de alto valor, como vitaminas, pigmentos, proteinas,
acidos graxos, polissacarideos, etc. As microalgas representam uma enorme
biodiversidade a partir da qual cerca de 40.000 ja foram descritas ou analisadas (HU
et al., 2008). Dentre os microrganismos fotossintetizantes podemos citar os géneros

Arthrospira (Spirulina), Dunaliella e Chlorella.

Muitos estudos tém relatado que ha uma tendéncia do mercado das microalgas
com compostos de alto valor se expandir significativamente (RICHMOND, 2004;
BOROWITZKA, 2013; SPOLAORE et al, 2006) tendo em vista sua ampla
aplicabilidade, tais como: alimento para animais; para fins cosméticos; na industria
farmacéutica; como suplemento nutricional para o consumo humano, bem como
para o controle de peso, por possuir altos indices de vitaminas, polissacarideos e
proteinas e como fertilizantes ou mesmo pigmentos. O potencial das microalgas esta
se expandindo principalmente na industria de combustiveis (AZEREDO, 2012). Sé
em 2011, foi estimado um aumento de aproximadamente 10.000 toneladas de
biomassa por ano (JENCK et al., 2011).

A obtengao da biomassa é preocupante, pois uma grande quantidade de residuo
liquido é gerado. Segundo Depraetere (2015) para obtencdo de 1kg de massa seca,
as microalgas requerem 2000L de agua para permanecerem em suspensao durante

o cultivo.

A viabilidade da reutilizacdo de sobrenadante de microalgas como meio de
cultura ainda € pouco explorado. Alguns estudos mostraram que a reciclagem do
meio de cultura para o crescimento de microalgas pode apresentar efeitos negativos
devido ao acumulo de metabdlitos organicos que s&o naturalmente excretados
durante o crescimento ou que sdo repentinamente liberados quando a lise celular
ocorre, tais como substancias derivadas por oxidagdo (WU et al., 2006; BOSMA et
al., 2008). Poucos efeitos no crescimento de Scenedesmus foram observados por
Kim et al (2015), ja no trabalho de Rodolfi et al (2003) foi constatado que a

Nannochloropsis sp sofreu inibicao do crescimento em cultivo reutilizado.

Por outro lado, a aplicabilidade do sobrenadante para o crescimento de outros
tipos de microrganismos como o executado por Parada et al (1998) que observaram
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a presenca de exopolissacarideos e outros componentes no sobrenadante de
Arthrospira platensis (Spirullina platensis) que favoreceram no crescimento de
bactérias acido laticas. Diante disso, a reciclagem do sobrenadante proveniente do
crescimento de microrganismos fotossintetizantes pode ser uma fonte interessante

para o cultivo de microrganismos como as bactérias.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Producdo, purificagdo e caracterizagcdo de [-galactosidase a partir de
Enterococcus faecium utilizando liquido metabdlico de microalgas em meio de

cultura comercial.

3.2 Objetivos especificos

Selecdo do meio para producdo de p-galactosidase de E.faecium contendo
diferentes concentracbes do sobrenadante das microalgas Chlorella vulgaris,
Dunaliella tertiolecta e Scenedesmus sp. em meio comercial.

Produzir a enzima B-galactosidase a partir de Enterococcus faecium, utilizando
planejamentos experimentais para a obtengcdo das melhores condi¢gdes de produgao
utilizando o meio selecionado.

Purificagcdo da enzima p-galactosidase através da precipitagdo com sulfato de
amonio e cromatografia de troca ibnica.

Avaliar o grau de pureza da (-galactosidase através de eletroforese SDS-PAGE
monodimensional.

Caracterizar a enzima purificada quanto ao pH e temperatura 6timos, estabilidade a

variagao de pH e temperatura.
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Resumo: Bactérias acido laticas tais como Enterococcus faecium possuem grande
potencial de mercado devido aos seus efeitos probidticos e na conservagado de
alimentos. Essas bactérias também sintetizam proteinas enzimaticas de interesse
industrial, como a B-galactosidase (lactase). No entanto, a produgcdo em larga escala
desse produto gera altos custos de meio de cultivo, levando a busca de alternativas
para a substituicdo total ou parcial dele. O sobrenadante proveniente do cultivo de
microalgas possui substancias bioativas que podem inibir ou promover o
crescimento microbiano assim como seus bioprodutos. O objetivo deste trabalho foi
investigar a otimizagdo das condigdes de producdo da p-galactosidase por
E.faecium em meio contendo sobrenadante de microalgas utilizando a metodologia
de superficie de resposta (MSR). Inicialmente a produ¢do da enzima foi testada
utilizando concentracbes de 25-100% do sobrenandante de trés microalgas
diferentes (Chlorella vugaris, Dunaliela tertiolecta e Scenedesmus sp) adicionado em
meio comercial TSB (Tryptone Soy Broth). Os resultados mostraram que o
sobrenadante de C.vulgaris em meio comercial foi o melhor produtor da enzima
atingindo atividade de 22,68 U/ml. Visando aprimorar a produ¢ao de B-galactosidase
foi realizado um planejamento experimental 2* e 23, utilizando como parametros a
temperatura, concentracao de lactose, pH e tempo de fermentagao. As variaveis pH,
temperatura e concentragao de lactose influenciaram significativamente na produgéo
de B-galactosidade e o tempo de fermentagédo foi fixado em 12h uma vez que
demonstrou pouco efeito significativo de acordo com os resultados do primeiro
planejamento. Os niveis das variaveis encontradas foram 31°C, pH 8 e 5% de
lactose. Nessas condigbes obtivemos produgao maxima de B-galactosidase de 29,76
U/ml. Os resultados obtidos neste relatério mostraram que a substituicdo parcial do
meio de cultura comercial utilizando sobrenadante de Chlorella vulgaris foi efetivo na
sintese de p-galactosidase e com o modelo estatistico utilizado foi possivel

maximizar a sintese da enzima em meio de baixo custo.

Palavras-chave: Lactose; residuo agroindustrial; bactérias acido laticas.
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Abstract: Lactic acid bacteria such as Enterococus faecium have great market
potential due it probiotc affects and in food preservation. These bacteria also
synthesize enzymatic proteins of industrial interest, such as a [-galactosidase
(lactase). However, large-scale production of the product generates high costs,
leading to the search for alternatives for a total or partial replacement of the product.
The supernatant from the microalgae culture has bioactive substances that can
inhibit or promote microbial growth as well as its bioproducts. The aim of this work
was to investigate the optimization of B-galactosidase production conditions by
E.faecium in medium containing supernatant of microalgae using Response Surface
Methodology (RSM). Initially, enzyme production was tested using concentrations of
25-100% of residue from the culture of three different microalgae (Chlorella vugaris,
Dunaliela tertiolecta and Scenedesmus sp) added in commercial TSB (Tryptone Soy
Broth) medium. The results showed that the concentration of 50% of C.vulgaris
supernatant in commercial medium was the best producer of the enzyme with activity
of 21.78 U/ ml. Aiming to improve the production of B-galactosidase for the
experimental design 2* and 23, using as a parameter the temperature, lactose
concentration, pH and fermentation time. The variables pH, temperature and lactose
concentration were significantly to the production of B-galactosidase and the
fermentation time was fixed at 12h since it showed little significant effect according to
the results of the first model. The levels of the variables found were 31 °C, pH 8 and
5% lactose. Under these conditions the model predicted a maximum (B-galactosidase
production of 29.76 U/ ml. The results obtained in this report showed that the partial
substitution of the commercial culture medium using Chlorella vulgaris supernatant
was effective in the synthesis of (-galactosidase and with statistical model it was

possible to maximize the synthesis of the enzyme in a low cost medium.

Keywords: Lactose; agroindustrial waste; Lactic acid bacteria.
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1. INTRODUGAO

As Bactérias Acido Laticas (LAB) constituem um grupo diversificado de
Lactococcus, Streptoccocus e Lactobacillus. A (B-galactosidase derivada de LAB é
amplamente estudada devido aos aspectos de seguranga e aplicagdo em industrias
alimentares (NGUYEN et al., 2012). Essa enzima desempenha um papel importante
na reducdo de algumas dificuldades tecnologicas associadas ao processamento de
alimentos, como o teor de lactose, baixa solubilidade, facil cristalizacao e falta de
dogura (GOSH et al., 2003). Dentre as reagdes realizadas pela B-galactosidase esta
a hidrdlise dos residuos terminais ndo redutores encontrados na lactose (B-D-
galactose em pf-D-galactosideos) (PEREIRA-RODRIGUEZ et al, 2012) e
transgalactosilagdo levando a sintese de galactooligossacarideos (GOSLING et al.,
2010).

A producgéo extensiva de enzimas por microrganismos tem levado a busca por
alternativas que visam a diminuicdo dos custos nos processos industriais.
Principalmente quando o microrganismo é fastidioso e requer numerosos fatores de
crescimento como as BAL (STILES e HOLZAPFEL, 1997). Existe um interesse
crescente na utilizagdo de residuos agroindustriais por ser uma alternativa de baixo
custo e com menor impacto ambiental, uma vez que esses residuos ndo possuem

destinacdo adequada.

Nos ultimos anos, as microalgas foram reconhecidas como uma fonte promissora
de matéria-prima de biomassa sustentavel para a producdo de muitos produtos
adicionados, incluindo nutricdo alimentar, farmacéutica e cosmética, produtos
fitossanitarios, biocombustiveis, ragdes (animais e aquicultura) e corantes naturais
(HAN et al., 2016; GULDHE et al., 2017). Para a produgao industrial de produtos a
base de microalgas, é necessario acumular uma grande quantidade de biomassa em
larga escala e com isso o processo de cultura também precisa de grandes
quantidades de agua e nutrientes (WANG et al., 2018).

Alguns estudos tém mostrado que as microalgas ndo consomem totalmente os
nutrientes contidos no meio de cultura, como também existem relatos de que esses
metabalitos (lipidios, polissacarideos, proteinas e outros componentes nitrogenados)
séo liberados pelas microalgas durante o crescimento quando o estresse fisioldgico

28



ou a lise celular ocorrem. Principalmente em culturas com altas concentragdes de
biomassa (FOGG, 1966; 1971; RICHMOND et al., 2004). Portanto, a aplicacdo de
métodos de reciclagem motivados pela geragdo simultanea de produtos de alto valor
a partir do meio gasto tem potencial nas perspectivas comercial e ambiental (LIU et
al., 2016).

De acordo com Markou et al (2014) no que se refere a nutrientes deixados no
meio de cultivo apds a colheita de biomassa, uma estratégia € reciclar o meio e
complementar apenas os nutrientes esgotados. A otimizagdo de constituintes do
meio também é um passo crucial que pode ser utilizado para aumentar a producéo
de enzimas a fim de atingir um rendimento de produgdo (KARAM et al., 2016). A
reciclagem de sobrenadante de microalgas para produgao de enzimas ainda nao foi
relatado na literatura. Sendo assim, o objetivo desse estudo foi selecionar um meio
alternativo contendo sobrenadante proveniente do cultivo de microalgas em meio
comercial para producdo da p-galactosidase de E.faecium e por meio da
metodologia de superficie de resposta (MSR) obter a melhor condigdo de produgao

da enzima.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo:

Enterococcus faecium foi obtido da colecdo de Bactérias Acido laticas isoladas
de queijo de coalho artesanal pertencente ao Laboratorio de Bioativos (Labtecbio) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. A bactéria foi previamente identificada
e estocada em leite desnatado reconstituido (LDR) 10% de glicerol sob 4°C de
congelamento. As culturas foram reativadas por duas vezes em LDR (Leite
Desnatado Reconstituido) 10%, em seguida em TSB (Tryptone Soy Broth) e
incubadas a 37°C durante 24h entre as reativacoes.
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2.2 Produgao do meio alternativo

O sobrenadante de 3 microalgas (Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp e
Dunaliella tertiolecta) foram cedidos pelo Laboratério de Bioativos (Labtecbio) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. O sobrenadante foi separado das
células na fase estacionaria por meio da centrifugagdo (10000rpm, 10min, 4°C) em
seguida foram adicionados em meio comercial TSB (Tryptone Soy Broth) nas
concentragbes de acordo com a tabela 1 e esterilizados (15 min a 121°C). As

culturas foram crescidas durante 48h em temperatura de 37°C.

Tabela 1. Meio alternativo contendo sobrenadante de microalgas em diferentes

concentragdes para producao de (- Galactosidase por E.faecium.

Meio alternativo

Sobrenadante (%) TSB (%)
25 75
50 50
75 25
100 0

2.3 Extracdo da enzima:

Apés o periodo de cultivo, as células foram centrifugadas (8000 rpm, 10min,
4°C), lavadas em tampéao 0,1M fosfato de sédio pH 7 e ressuspendidas no mesmo
tampdo. As células foram submetidas a lise utilizando sonicador (Sonoplus,

bandelin) e novamente centrifugadas para obtenc¢ao da enzima intracelular.
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2.4 Determinacgéo da atividade enzimatica de B-galactosidase:

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada de acordo com o
procedimento de Nagy et al (2001) modificado onde 8,3x10°M do substrato
cromogénico o-nitrofenol-b-D-galactopiranosideo (ONPG - Sigma Co, USA) foi
dissolvido em 0,05M tampao fosfato pH 7. Foram adicionados 50ul do substrato e
50ul da enzima em microplaca de 96 pocgos e incubados em estufa por 30 minutos a
37°C. A reacao foi parada com adigcdo de 200ul de carbonato de sodio 0,1M e a
absorbancia foi determinada a 405 nm (leitor de microplaca Bio-rad, modelo imark,
Japao). Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de

enzima que libera 1 mmol de ONP por minuto sob as condi¢cdes do ensaio.

2.5 Planejamento experimental:

Com o objetivo de verificar a influéncia das variaveis na produgdo da -
galactosidase, foram realizados dois planejamentos utilizando o Statistic 7.0
software sendo o primeiro 2* com as varidveis independentes: concentragcdo de
lactose, pH, temperatura e tempo de fermentagcdo e seus respectivos niveis

mostrados na tabela 2.

Tabela 2. Niveis e variaveis utilizados no planejamento fatorial 2* pra produgéo da -

galactosidase.

Variaveis Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 30 35 40
Concentragao de 0 2,5 5
lactose %
pH 6 7 8
Tempo de 12 18 24
fermentacéao
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Em seguida, um planejamento central composto 2° foi utilizado para obter as
melhores condigdes experimentais e pontos centrais para estimar a variabilidade do
processo para producdo da B-galactosidase como resposta (Y). Apenas as variaveis
que influenciaram estatisticamente na producdo da enzima foram testadas. A
combinagao foi testada, resultando em um conjunto de 16 experimentos, com 5

pontos centrais (Tabela 3).

Os coeficientes de regresséo linear, quadratica e as interagbes para cada
variavel foram determinados e ajustados para uma equagao polinomial de segunda

ordem.

k k k-1 k
¥= o+ D AX+ X AXE+ 3 D AXX

i=1 j=i+1 (1)

Onde Yi é a resposta prevista, B0 € o coeficiente constante, Xij sdo variaveis de
entrada que influenciam a variavel de resposta Y; Bi é o coeficiente linear; Bii o
coeficiente quadratico e [Bij é o coeficiente de interagdo, k € o numero de fatores.

Neste estudo, os niveis codificados foram utilizados em vez dos valores atuais
das variaveis independentes para regressao. Para calculo estatistico, as variaveis

foram codificadas de acordo com a equacao.

x._ Xi— X0
— Ax;

(2)
onde Xi é o valor codificado variavel independente, xi é o valor real variavel

independente, X0 é o valor real variavel independente no ponto central e AXi é o

valor da mudanca de etapa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1 Selecao do meio alternativo para produg¢ao de B-Galactosidase:

Os valores de atividade enzimatica da (-galactosidase produzida por E.faecium
em meio alternativo sdo mostrados na figura 1. Os resultados desse experimento
mostraram que em baixas concentragdes do sobrenadante de microalgas, a
atividade da enzima é aumentada. Dentre todos os meios, a maior atividade
encontrada foi de 22,68 e 21,78 U/ml com concentracdo de 25 e 50% do
sobrenadante de Chlorella vulgaris, respectivamente. Porém, com o aumento da
quantidade de sobrenadante a atividade diminui gradativamente em todos os

ensaios.

H C.vulgaris

20 - D.tertiolecta

W Scenedesmus

15 -

Atividade de B-galactosidase (U/mL)

25 50 75 100

Sobrenadante de microalgas (%)

Figure 1. Atividade de B-galactosidase produzida em diferentes meios contendo

sobrenadante de microalgas.

Na adicdo do sobrenadante de Scenedesmus sp e D.tertiolecta, foram
encontradas valores de atividade inferiores aos de C.vulgaris, sendo 13,44 e 11,14
U/ml repectivamente com 25% de concentragdo (Figura 1). Esse fato pode ser
atribuido ao esgotamento dos nutrientes do meio comercial a medida que ocorre o
aumento da concentragdo do sobrenadante, onde o mesmo pode nao exercer
influencia na reposicao desses nutrientes ou até mesmo pode atuar como inibidor da
produgcdo da enzima. Visto que o sobrenadante possui uma composicdo que é
resultado de uma determinada condigdo de cultivo como também de algumas

caracteristicas fisiolégicas que diferencia uma microalga da outra.
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O sobrenadante da D.tertiolecta, por exemplo, vem de um cultivo concentrado
em NaCl, uma vez que essa microalga € destinada para a produgdo de biodiesel
devido a grande quantidade de lipidios produzidos por ela sob estresse salino
(KUMAR et al.,, 2018). Neste caso, a utilizagdo do sobrenadante proveniente do
cultivo de D.tertiolecta pode resultar num efeito inibitério para a produg¢ao da enzima,
como mostrado na figura 1. Malakar et al. (2014) relataram que altas concentragdes
de NaCl ndo apenas inibe a sintese de [-galactosidase, mas também na sua
atividade, como foi observado em seus estudos usando E. coli para produzir a
enzima. Sendo assim, pode-se aferir que o sobrenadante de D.tertiolecta suprimiu a

produgao da enzima devido a concentragcdo de NaCl presente no meio.

Com relacdo ao meio contendo sobrenadante do Scenedesmus sp, Pektov et al
(2010) descobriram em seus estudos que esse género excreta pouca quantidade de
substancias no meio, mantendo um baixo potencial nutricional para o
desenvolvimento de bactérias. A produgdo da p-galactosidase de um dado
microrganismo depende das carateristicas do meio e para atingir uma atividade
maxima € necessario um meio rico (VASILJEVIC et al., 2003) . Isso demostra que a
limitada quantidade de nutrientes presentes no sobrenadante de Scenedesmus sp

nao impulsionou a produgao da (-galactosidase.

Os resultados mostraram que a adicdo do sobrenadante de C.vulgaris exerceu
efeito positivo frente ao esgotamento de nutrientes. De acordo com Hadj-Homdhane
et al (2013) ao caracterizar o sobrenadante dessa microalga, foram detectados como
componentes mais abundantes materiais organicos, principalmente polissacarideos
e em menor quantidade o nitrogénio e proteinas. Também foi confirmada a presenca
de bactérias no sobrenadante, cujo género nao foi divulgado pelo autor. Isso indica
que o0 meio possui constituintes favoraveis para o desenvolvimento de bactérias.
Portanto, a melhor condicdo para a producdo da B-galactosidase por E.faecium é
com a adicdo de sobrenadante de C.vulgaris tornando-o um meio econémico e

sustentavel.
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3.2 Planejamento fatorial completo:

Um delineamento fatorial 2* completo foi utilizado para avaliar a interacdo das
variaveis (tempo de fermentagdo, temperatura, pH e concentragdo de lactose)
utilizadas na producao de B-galactosidase presente na matriz da tabela 3. A maior
atividade de B-galactosidase encontrada foi de 30,2 U/mL obtida no ensaio 6,
correspondendo a 12 horas de fermentagao, 30°C de temperatura, pH 8,0 e 5% (p/v)

da concentragao de lactose.

Tabela 3. Matriz contendo as condi¢des experimentais e valores de atividade da 3-

galactosidase obtidos para Enteroccocus faecium.

Variaveis independentes (valor real e codificado) Variavel dependente
Ensaios Lactose Temperatura pH Fermentacgao Atividade de
(%) (°C) time (h) B-galactosidase (U/ml)
1 0(-1) 30(-1) 6(-1) 12(-1) 11.8
2 5(+1) 30(-1) 6(-1) 12(-1) 14.2
3 0(-1) 40(+1) 6(-1) 12(-1) 10.2
4 5(+1) 40(+1) 6(-1) 12(-1) 11.0
5 0(-1) 30(-1) 8(+1) 12(-1) 12.5
6 5(+1) 30(-1) 8(+1) 12(-1) 30.2
7 0(-1) 40(+1) 8(+1) 12(-1) 9.85
8 5(+1) 40(+1) 8(+1) 12(-1) 10.7
9 0(-1) 30(-1) 6(-1) 24(+1) 10.5
10 5(+1) 30(-1) 6(-1) 24(+1) 16.6
11 0(-1) 40(+1) 6(-1) 24(+1) 10.5
12 5(+1) 40(+1) 6(-1) 24(+1) 12.0
13 0(-1) 30(-1) 8(+1) 24(+1) 14.0
14 5(+1) 30(-1) 8(+1) 24(+1) 10.9
15 0(-1) 40(+1) 8(+1) 24(+1) 11.5
16 5(+1) 40(+1) 8(+1) 24(+1) 11.2
17 2,5(0) 35(0) 7(0) 18(0) 11.7
18 2,5(0) 35(0) 7(0) 18(0) 13.7
19 2,5(0) 35(0) 7(0) 18(0) 13.3
20 2,5(0) 35(0) 7(0) 18(0) 13.1
21 2,5(0) 35(0) 7(0) 18(0) 13.3
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Para avaliar os efeitos estimados das variaveis independentes e interagdes na
resposta, foi feito um grafico de pareto representado na figura 2. Os resultados
mostraram que todas as varidaveis estudadas surtiram efeito significativo na
producdo de p-galactosidase. Dentre os parametros, o efeito do tempo de
fermentacao foi inferior em relagdo aos demais, indicando a diminuigdo do mesmo.
Assim, um segundo planejamento fatorial completo 22 foi empregado com o objetivo
de avaliar a resposta referente ao primeiro planejamento para atividade da f3-

galactosidase.

@Temperatura V7 101212
gy @ @@ @=@=@==@Z=<=Z='0 A=l :
Wlactose |/ 8237802
wys 645758
w2y }%3878
ey @000 @ el
®v4 574808
w4t }560%s
24 531122
w30/ 475338
@i 4398605
(4)Tempo —4,18954
12053 —2:',48534
1by3 1,4:?101

p=,05

Figura 2. Grafico de Pareto com o efeito da interacdo das variaveis na producédo de -

galactosidase.

Os resultados obtidos do planejamento composto central 2> com os niveis de
fatores totalizando 16 ensaios ligeiramente modificados, seguindo a tendéncia dos
efeitos do primeiro desenho estdo presentes na tabela 4. A maior producédo de 3-
galactosidase encontrada foi de 30,6 U/mL obtida por um dos pontos centrais (11),
correspondendo aos mesmos resultados obtidos no primeiro teste (30 °C de

temperatura, 5% de concentragao de lactose e pH 8).
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Tabela 4. Condigcbes experimentais e valores de atividade da -galactosidase obtidos para

Enteroccocus faecium usando um planejamento fatorial completo de 23.

Variaveis independentes (valores reais e codificados) Variavel dependente
Ensaio Temperatura Lactose pH Atividade da
°C (%) B-galactosidase (U/ml)
1 25(-1) 4(-1) 7.5(-1) 5.20
2 35(+1) 4(-1) 7.5(-1) 13.5
3 25(-1) 6(+1) 7.5(-1) 7.00
4 35(+1) 6(+1) 7.5(-1) 15.1
5 25(-1) 4(-1) 8.5(+1) 10.0
6 35(+1) 4(-1) 8.5(+1) 16.5
7 25(-1) 6(+1) 8.5(+1) 12.4
8 35(+1) 6(+1) 8.5(+1) 19.2
9 30(0) 5(0) 8(0) 28.9
10 30(0) 5(0) 8(0) 29.3
11 30(0) 5(0) 8(0) 30.6
12 30(0) 5(0) 8(0) 29.0
13 30(0) 5(0) 8(0) 29.0
14 35(+1) 8(3) 9(2) 3.40
15 35(+1) 5(0) 9(2) 1.20
16 35(+1) 8(3) 8(0) 4.00

A analise de variancia (ANOVA) para produgcao de B-galactosidase é mostrada
na Tabela 5. Os resultados do modelo de superficie de resposta de acordo com o
ANOVA, indicaram que os efeitos linear e quadratico da temperatura, pH,
concentragdo de lactose e a interagdo entre as variaveis foram significativos para a

resposta da atividade de B-galactosidase com valores de p <0,05.

O coeficiente de determinagdo R? foi de 96,4%, sugere que o modelo foi uma
ferramenta eficiente para determinar os efeitos das variaveis na producdo da f3-
galactosidase por E.faecium. De acordo com Haaland et al (1989) se houver muitos
termos no modelo e se o tamanho da amostra n&o for muito grande, o R? ajustado
deve ser visivelmente mais baixo do que o R? . Neste caso, o valor de R? ajustado
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(0.933) foi inferior ao R?* (0.964), indicando que o modelo esta ajustado. Sendo
assim, pode-se deduzir que o modelo polinomial quadratico e linear foram
significativos e adequados para representar a interagcdo real entre a variavel

dependente da resposta e as variaveis independentes.

Tabela 5. Analise de varidncia para a produgao de (-galactosidase

Fatores Soma dos df Média dos Valores Valores
quadrados quadrados deF de P
Modelo 168127 1 0.0000

A-Temperatura (°C) (L) 86.954 1 8695 17155 0.0001

Temperatura (°C) (Q) 146678 1  146.67 289.38 0.0000

B-Concentragéo de lactose (%)(L) 89.802 1 89.80 17716  0.0226

Concentragdo de lactose (%) (Q) 117831 1 117.87 23246 0.0001

C-pH (L) 26.015 1 2601 5132 0.0015
PH (Q) 185.902 1  185.90  366.76 0.0000
D-BC 62.827 1 6282  123.95 0.0003
Erro puro 0.5069 1
Falta de ajuste 57776 4
Cor total 1.681.277 15

R?=0.964 e Adj R? = 0.933.
Valor de P significante <0.05.

O modelo obtido é representado pela Eq. 3. A equagao de regressao polinomial
de segunda ordem para a producgao de B-galactosidase foi correlacionada com uma
relacdo empirica entre a atividade de (-galactosidase e as variaveis de teste em
unidades codificadas e é dada a seguir, onde Y representa a produgcdo de -

galactosidase, X1 a temperatura , X2 concentragao de lactose e X3 o pH.
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Y =29.36 + 3.24 - X,2 + 0.90 - X,2 + 1.90 - X;2 + 2
(3)

Este modelo foi validado através de experimentos reais, realizados em triplicata,
onde o valor foi de 29,86 U/mL, enquanto o valor previsto pelo modelo estatistico foi
de 30,83 U/mL, isso sugere que o modelo foi perfeitamente ajustado a realidade

experimental avaliada.

A superficie de resposta com cada interagao variavel é representada na figura 3.
A figura 3a mostra o efeito da temperatura representada por X1 e pH por X3, onde a
maxima atividade da -galactosidase foi obtida com a diminui¢do do pH e aumento
da temperatura, correspondendo ao pH 7,5-8,0 e 30°C, respectivamente. A faixa de
pH encontrada por Kumar et al (2012) e Rajoka et al (2003) foi de até 7 para 3-
galactosidase de Bacillus sp e Kluyveromyces marxianus, respectivamente. Eles
observaram a diminuicdo na produg¢ao de enzimas com aumento do pH. Enquanto
que neste estudo a faixa de pH alcalina foi considerada 6tima. Isso pode ser
atribuido a resisténcia do microrganismo, dado que Nakajo et al (2005) relataram
que o género Enterococcus possui membrana impermeavel ao acidos e alcalinos, ou

seja, a produgao da enzima néo foi afetada pelo pH.

As faixas de temperatura consideradas otimas para a producao de p-
galactosidase neste estudo, também foram encontradas por Devi et al (2011), onde
observaram a temperatura 6tima de 35°C para 3-galactosidase da BAL Lactobacillus
sp. A temperatura foi o fator mais importante de influencia na produgcédo da enzima,
pois €& possivel observar que a interacdo da temperatura com as demais variaveis

estavam em torno da mesma condi¢ao (Fig. 3a e 3b).
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Figura 3. Superficie de resposta da atividade da -galactosidase em funcao das variaveis
codificadas. Y atividade da B-galactosidase. (a) efeito da interacgéo entre o pH (X3) e a
temperatura (X1). (b) interagdo entre a lactose (X2) e a temperatura (X1) e (c) interacgao

entre o pH (X3) e a concentragao de lactose (X2).

A figura 3b mostra que a redugdo na concentracdo de lactose junto a
temperatura de 30°C é favoravel para a produgdo de B-galactosidase. A mesma
concentracgao foi observada no estudo realizado por Domingues et al (2004), quando
testaram diferentes concentragcdes de lactose no meio de fermentagdo para a

producao de B-galactosidase por Saccharomyces cerevisiae.

De acordo com Rehman et al (2012) o aumento do substrato no meio de cultivo
pode suprimir a producdo de enzimas, devido ao aumento da viscosidade do meio
de crescimento que pode criar obstaculos na disponibilidade adequada de oxigénio e
nutrientes para as células levando a multiplicagao celular minima e interrompendo as
outras atividades metabdlicas. No entanto, de acordo com Kamran et al (2016), a
diminuicdo na concentragdo de substrato também suprime a producdo de pB-
galactosidase, o que indica que a quantidade insuficiente de substrato estava
disponivel para a produgdo maxima de enzima. Ambas afirmag¢des corroboram com
os resultados desse estudo, quando pode-se notar que nas matrizes presentes nas

tabelas 3 e 4, os niveis baixos de lactose também apresentaram baixa atividade
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enzimatica. Isso significa que a concentragdo de substrato € crucial para a produgéo
da enzima dependendo da fonte microbiana.

4. CONCLUSAO

O meio alternativo contendo sobrenadante da microalga Chlorella vulgaris
adicionado ao meio de cultura comercial foi selecionado como um potencial sistema
de producgédo de B-galactosidase de baixo custo, reduzindo o consumo de agua e
meio comercial em 50%. A utilizagdo do modelo de superficie de resposta (MSR) se
mostrou uma ferramenta eficiente ao maximizar a producdo da enzima alcangando
atividade de 29,86 U/mL. Também foi possivel estabelecer as condi¢des de
producdo (31 °C, pH 8 and 5% lactose). Diante dos resultados conclui-se que foi
possivel reaproveitar os residuos do sobrenadante de microalgas para a produgao

de uma enzima importante para industria de alimentos, como a -galactosidase.
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CAPITULO II

Purificacdo e caracterizagdo da (-galactosidase de Enterococcus faecium produzida
em meio contendo sobrenadante de Chlorella vulgaris

Elaine Cristina da Silva'; Julia Hayale Oliveira Simas'; Romero Marcos Pedrosa

Brandao Costa'; Ana Lucia Figueiredo Porto*; Maria Taciana Holanda Cavalcanti’

Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, Universidade Federal Rural de
Pernambuco-UFRPE, Av. Dom Manoel de Medeiros s/n, 52171-900 Recife, PE,
Brazil

45



Resumo: (-galactosidase derivada de bactérias acido laticas sdo extensivamente
estudadas devido ao seu aspecto de seguranga e aplicagbes na industria de
alimentos. Esta enzima catalisa a hidrélise da lactose e por isso tem sido muito
utilizada como um importante biocatalisador. Porém, nos dias atuais existe uma
grande preocupacdo em reduzi os custos de produgdo em escala industrial. A
utilizagado do sobrenadante de microalgas como meio de cultivo, ainda é algo pouco
estudado, mas alguns estudos mostram que sua composi¢cédo € rica em nutrientes
que podem ser reaproveitados para o crescimento de microrganismos. Sendo assim,
este estudo teve por objetivo a purificagdo e caracterizagdo parcial da (-
galactosidase produzida em meio de baixo custo. A E.faecium cresceu em meio
contendo sobrenadante de C.vulgaris e meio comercial, 5% de lactose em
temperatura de 30°C durante 12h. Apds crescimento a enzima intracelular foi
extraida pelo rompimento da parede celular e purificada utilizando o método de
precipitagcdo em sulfato de aménio e cromatografia de troca ibnica. Para validar a
purificacdo, foi realizado a eletroforese SDS-PAGE e a enzima purificada foi
caracterizada parcialmente quanto a temperatura (10-90°C) e pH (3-10). Nos
resultados do processo de purificacdo foi encontrado fator de purificacido de 3,05
com rendimento de 7,02% da atividade enzimatica. A eletroforese revelou que a
enzima foi parcialmente purificada ao apresentar 3 bandas, havendo a possibilidade
de ser uma proteina heterodimera. A temperatura e pH 6timo encontrados na
caracterizagao foi de 40°C e pH 7,0. Quando testada para a estabilidade, a enzima
manteve sua atividade constante durante o tempo total de 90 minutos na
temperatura de 30°C e 45 minutos no pH o6timo. Os resultados evidenciam o
potencial da B-galactosidase produzida por E.faecium por apresentar caracteristicas
de aplicacao industrial com baixo custo, porém existe a necessidade de aprimorar as

etapas do processo de purificagado a fim de se obter a enzima pura.

Palavras-chave: Lactose; residuo agroindustrial; bactérias acido laticas.
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Abstract: (-galactosidase from bacteria are extensively studied because of their
safety aspect and applications in the food industry. This enzyme catalyzes the
hydrolysis of lactose and therefore has been widely used as an important biocatalyst.
Currently there is a great concern in reducing production costs on an industrial scale
The use of the microalgae supernatant as a culture medium is still not well explored,
but some studies show that its composition is rich in nutrients that can be reused for
the growth of microorganisms. Thus, the aim of this study was purification and
characterization of 3-galactosidase produced in low cost culture medium. E.faecium,
based on 1% 1.1 v/ v, 5% lactose and 30 ° C temperature for 12 h. After intracellular
enzymatic growth was extracted by cell shock and purified using the ammonium
sulfate precipitation method and ion exchange chromatography. In order to validate
the purification, a SDS-PAGE electrophoresis and temperature (10-90 ° C) and pH
(3-10) control were performed. The results of the purification process were achieved
in the yield of 3.05 with yield of 7,02% of the enzymatic activity. The electrophoresis
of an enzyme was partially isolated by presenting 3 bands, having a possibility of
being a heterodimeric protein. The temperature and pH were found at 40 ° C and pH
7.0. When tested for stability, the temperature of one of its applications was
throughout the time of 90 minutes at the temperature of 30 ° C and 45 minutes
without optimum pH. Evidence for (-galactosidase potential is produced by E.
faecium because it presents low cost industrial application characteristics, but there
is a need for improvement as steps in the purification process in order to obtain the

pure enzyme.

Keywords: Lactose; agroindustrial waste; lactic acid bacteria;
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1. INTRODUGAO

A  B-galactosidase possui aplicagbes significativas nas industrias
biofarmacéutica, alimentar e de laticinios atuando na prevencao da cristalizacao da
lactose, no melhoramento da dogura, solubilidade de produtos lacteos e no preparo
de produtos alimenticios com baixa concentracdao de lactose para pessoas
intolerantes (MLICHOVA et al., 2006; PANESAR, 2010). Tal utilidade se deve a duas
reacdes importantes realizadas por esta enzima, sendo a hidrdlise dos residuos
terminais nao redutores encontrados na lactose (B-D-galactose em fB-D-
galactosideos) (PEREIRA-RODRIGUEZ et al., 2012) e transgalactosilagdo levando a
sintese de galactooligossacarideos (GOSLING et al., 2010).

As principais fontes da p-galactosidase s&o microbianas, dentre elas, as
Bactérias Acido Laticas (LAB), consideradas uma fonte segura devido ao seu status
GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros) (HUSAIN et al, 2011;
VINDEROLA E REINHEIMER, 2003). LAB s&o veiculos adequados para a produgao
de enzimas, e sua aplicacéo industrial tem sido sugerida como uma forma segura e
eficiente de obter enzimas para alimentos (SPLECHTNA et al. 2007; VASILJEVIC &
JELEN 2003). No entanto, a natureza fastidiosa da LAB exige numerosos fatores de
crescimento, como minerais e vitaminas, além de fontes caras de carbono e
nitrogénio no meio de cultura (STILES; HOLZAPFEL, 1997). Varios tipos de meio
comercial tais como MRS (de Man Rogosa e Sharpe) e TSB (Tryptone Soy Broth)
podem oferecer estes elementos. Contudo, a demanda por nutrientes gera altos
custos, levando a busca de outras alternativas.

Materiais renovaveis como o sobrenadante de microalgas é a chave para o
desenvolvimento de culturas em larga escala para minimizar o custo de consumo de
agua e nutrientes (YANG et al., 2011). A producgao global de microalgas € de cerca
de 10.000 ton/ano (DEPRAETERE et al., 2015). Gerando uma grande quantidade de
sobrenadante, por causa da concentracdo de biomassa em sistemas de cultivo
aberto. Consequentemente, sdo necessarios 2000L de agua para produzir 1kg de
biomassa seca (DEPRAETERE et al., 2015).
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As microalgas exibem ampla biodiversidade e tém sido usadas por muitas
décadas como uma importante fonte de metabdlitos especificos, como proteinas,
carboidratos, pigmentos, vitaminas e minerais (MATA et al., 2010). Muitos desses
elementos podem ser encontrados no material extracelular, visto que ao longo do
cultivo as microalgas liberam esses metabdlitos naturalmente (FOGG et al., 1971,
1983; MORINEAU-THOMAS et al, 2002; YU et al, 2012). Com isso, o
reaproveitamento desse residuo pode ser uma alternativa para minimizar os
insumos de nutrientes e os impactos econémicos e ecoldgicos do processo. Assim,
o0 objetivo deste trabalho foi purificar e caracterizar a [(-galactosidase em meio

contendo sobrenadante da microalga C.vulgaris.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Microrganismo:

Enterococcus faecium foi obtido da colecdo de Bactérias Acido laticas isoladas
de queijo de coalho artesanal pertencente ao Laboratorio de Bioativos (Labtecbio) da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. A bactéria foi previamente identificada
e estocada em leite desnatado reconstituido (LDR) 10% de glicerol sob 4°C de
congelamento. As culturas foram reativadas por duas vezes em LDR (Leite
Desnatado Reconstituido) 10%, em seguida em TSB (Tryptone Soy Broth) e
incubadas a 37°C durante 24h entre as reativacoes.

2.2 Producgao de B-galactosidase:

Para formulagdo do meio alternativo foi utilizado sobrenadante proveniente do
cultivo da microalga Chlorella vulgaris cedida pelo Laboratério de Bioativos
(Labtecbio) da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Em elermeyers de 250
mL, 100mL do sobrenadante foi adicionado em 100mL do meio TSB (Tryptone Soy
Broth) formando o volume total de 200mL, com adigdo de 5% de lactose e pH
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controlado em 8. O volume de 2% do cultivo contendo a bactéria ativada foi
inoculado no meio previamente esterilizado e levada a estufa a 30°C durante 12h.

2.3 Extracdo da enzima:

Apés o periodo de cultivo, as células foram centrifugadas (8000 rpm, 10min,
4°C), lavadas em tampéao 0,1M fosfato de sédio pH 7 e ressuspendidas no mesmo
tampdo. As células foram submetidas a lise utilizando sonicador (Sonoplus,

bandelin) e novamente centrifugadas para obteng&o da enzima intracelular.

2.4 Determinacéao da atividade enzimatica de B-galactosidase:

A determinagcdao da atividade enzimatica foi realizada de acordo com o
procedimento de Nagy et al (2001) modificado onde 8,3x10°M do substrato
cromogénico o-nitrofenol-b-D-galactopiranosideo (ONPG - Sigma Co, USA) foi
dissolvido em 0,05M tampao fosfato pH 7. Foram adicionados 50ul do substrato e
50ul da enzima em microplaca de 96 pocos e incubados em estufa por 30 minutos a
37°C. A reacao foi parada com adicdo de 200ul de carbonato de sddio 0,1M e a
absorbancia foi determinada a 405 nm (leitor de microplaca Bio-rad, modelo imark,
Japao). Uma unidade da atividade enzimatica foi definida como a quantidade de

enzima que libera 1 mmol de ONP por minuto sob as condigcdes do ensaio.

2.5 Purificagado da B-galactosidase:

A enzima intracelular foi inicialmente precipitada em sulfato de aménio em fragao
de saturagao de 40-60%. A amostra foi posteriormente ressuspendida em tampéo
0,05M fosfato de sédio pH 6,5 (tampdo A). A solugdo contendo a enzima foi
dialisada utilizando o tamp&o A durante 24h e em seguida aplicada em coluna de
cromatografia de troca idbnica DEAE Sephadex (30x2 cm, 10ml) equilibrada com o

tampao A. A proteina foi eluida com gradiente liner de NaCl 0,1M-1M em coleta de
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fragbes de 1ml/min. As proteinas foram determinadas utilizando o método de
Bradford (1976).

2.6 Determinagao do peso molecular:

Determinagcdo da massa molecular foi realizada por eletroforese SDS-PAGE em
gel de poliacrilamida a 12% (p/v) seguindo os procedimentos de Laemmli (1970).
Proteinas marcadoras de peso molecular para SDS-PAGE 6,5 - 200 KDa (Sigma-
Aldrich, EUA) foram usadas para calibragdo e Coomassie Brilliant Blue R-250 como

corante.

2.7 Caracterizagao bioquimica parcial da B-galactosidase.

2.7.1 Efeito do pH na atividade enzimatica e estabilidade ao pH da (-galactosidase.

Para determinar o efeito do pH na atividade de (-galactosidase, as amostras da
enzima parcialmente purificada foram avaliadas na presenga de solugcdes tampdes
em diferentes valores de pH no intervalo de 3,0-10,0. O pH o6timo foi determinado
pela incubacado da enzima com substrato diluido em tampéo citrato 0,1 M (pH 3,0-
4,0), tampao fosfato (pH 5,0-7,0), e tampéo tris-HCL (pH 8,0-10). A atividade foi
quantificada conforme previamente descrito no item 2.4. O resultado do ensaio do
efeito de pH foi expresso em atividade relativa, sendo o valor de 100% de atividade
correspondente ao pH de maior atividade. A estabilidade do pH da enzima foi
estimada apds a pré-incubacao do extrato purificado, em pH 3,0, 7,0 e 10,0, por 90

min.

2.7.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade térmica da -
galactosidase:

A temperatura 6tima da (-galactosidase foi determinada numa faixa de 10-90° C

por 30 minutos. A atividade foi quantificada conforme previamente descrito no item
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2.4. O resultado do ensaio do efeito da temperatura foi expresso em atividade
relativa, sendo que o valor de 100% de atividade é correspondente a maior
atividade. A estabilidade térmica da enzima foi estimada apds a pré-incubacao do

extrato pos-purificacdo, em 30, 40 e 60°C, por 90 min.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Purificagao parcial da B-galactosidase:

O sumario de purificagdo da -galactosidase de E. faecium cultivada em meio de
cultura TSB (Tryptone Soy Broth) contendo sobrenadante de C.vulgaris € dado na
tabela 1. O fator de purificacdo alcangado foi de 3,05 e rendimento final de 7,02%.
Resultado similiar ao encontrado por Chanalia et al (2017) que encontrou fator de
purificacdo de 30,6, porém o rendimento foi mais elevado ao obtido neste estudo,
sendo 28,26%. Princely et al (2013) também utilizaram residuo (soro de leite) para
producao da B-galactosidase de Streptococcus thermophillus e obteve fator de

purificacao de 1,13.

Table 1. Sumario com as etapas de purificacdo da 3-galactosidase de E. faecium

Amostra Atividade Proteinas Atividade Fator de Rendimento
total (U) totais especifica purificacéo (%)
(mg) (U/mg)
Extrato bruto 1030.0 33,0 31,21 1 100
Precipitacao
em sulfato de 73,83 0,92 80,25 2,57 7,16
amonio e
dialise
Cromatografia 72.4 0,76 95,26 3,05 7,02
em coluna de
troca ibnica
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O perfil eletroforético das bandas é mostrado na Figura 1, onde apresenta 4
trilhas, cada uma representando uma amostra. Da esquerda para direita temos: o
marcador representado pela letra (M), extrato bruto (1), extrato dialisado (2) e a
amostra pos cromatografia (3) e (4) sendo esta Ultima mais concentrada. E possivel
observar que a maioria das proteinas de baixo peso molecular presentes no extrato
bruto foram removidas a cada etapa de purificagdo. As amostras das linhas 3 e 4
apresentam 3 bandas, uma das quais pode esta associada a presenca da (3-
galactosidase, representada por 2 monémeros destacados com pesos aproximados
de 66 e 80 kDa. Muitos trabalhos tém relatado a presenca de valores diferentes de
massas moleculares para essa enzima, obtida a partir de diferentes fontes
microbianas, denominadas heterodimeros, ou seja, a B-galactosidase que consiste
em duas bandas de proteinas distintas. A exemplo do trabalho realizado por Bhalla
et al (2015) que encontraram bandas de proteinas de 45 e 60 kDa para a 3-
galactosidase de Lactobacillus brevis. A Massa molecular de 41 e 19 KDa também
foram relatados para a ($-galactosidase de Saccharomyces lactis, no estudo feito por
Mbuyi-Kalala, et al. (1988). Apesar disso, os resultados do peso molecular ndo foram
confirmados, sendo necessario outras etapas de purificacdo a fim de se obter a

enzima purificada.

Fig. 1. Perfil eletroforético das amostras. (M) Marcador molecular; (1) extrato bruto (2)
extrato dialisado, (3) amostra pdés cromatografia e (4) amostra pés cromatografia
concentrada.
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3.2 Caracterizacao parcial da S-galactosidase.

3.2.1 Efeito do pH na atividade da p-galactosidase e estabilidade a variagéo do pH:

Para explorar a importancia comercial da enzima, foram realizados estudos de
pH 6timo e estabilidade. Verificou-se que o pH 6timo da B-galactosidase foi o 7 (Fig.
2A). O mesmo, também foi observado nos estudos realizados por Chanalia et al

(2017) e Hung et al (2002), para a B-galactosidase de Pediococcus acidilactici e

Bifidobacterium infantis, respectivamente.

O efeito de diferentes tampdes e valores de pH na estabilidade também foi
investigado (Fig. 2B). A enzima foi estavel em pH 7 durante 45min e aumentou a
atividade relativa para 167% em 60 min. O oposto foi encontrado por Badarinath et
al (2011), onde a enzima era estavel na faixa de pH de 80 a 9,0 para -
galactosidase de E. faecium. De acordo com 0s nossos resultados, a enzima mostra
uma atividade 6tima e a estabilidade na faixa de pH neutro tornando-a adequada

para o processamento de alimentos.
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Figura 2. Efeito do pH na atividade enzimatica (A) e estabilidade (B) de [B-galactosidase.
Simbolos em (B) <, pH3 m,pH 7; and A, pH 10;

3.2.2 Efeito da temperatura na atividade enzimatica e estabilidade térmica:

O efeito da temperatura na atividade enzimatica € mostrada na figura 3A, onde a

melhor temperatura encontrada foi de 40°C. A mesma condigdo também foi
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encontrada por Badarinath et al (2011) para B-galactosidase de E.faecium. Prasad et
al (2013) que também utilizaram residuo como meio de cultivo (soro de leite de
vaca) para a produgdo da [-galactosidase de Bifidobacterium animalis e
Lactobacillus delbrueckii, obteve da caracterizagdo a temperatura 6tima de 35 e
40°C respectivamente.

Na caracterizagdo € possivel observar que ocorre uma diminuigdo da atividade
quando a temperatura ultrapassa 40°C, isso pode ser atribuido a inativacdo da
enzima, como explicado por Haider e Husain (2007), onde relataram que
temperaturas mais altas diminuem a atividade devido ao desdobramento da
estrutura proteica e subsequente perda de sitio ativo da enzima. Cho et al. (2003)
mostraram que a atividade da enzima reduziu rapidamente a ou acima de 50 °C sem

atividade detectada além de 60 °C. Corroborando com os resultados da figura 3A.

A figura 3B mostra o efeito da estabilidade térmica da enzima ao longo de 90
minutos de incubagdo. A enzima se manteve estavel durante o tempo total na
temperatura de 30°C, perdendo apenas 10% da atividade. E possivel observar que a
enzima também se manteve estavel na temperatura 6tima (40°C), perdendo apenas
32% da atividade (Figura 3B). Saishin et al (2010), observaram o melhor ponto de

estabilidade de (-galactosidase de Bifidobacterium em 35°C durante 5h.
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Fig. 3. Efeitos da temperatura na atividade (A) e estabilidade (B) da [(-galactosidase.
Simbolos em (B) m, 30 °C; <, 40 °C. e A, 60 °C;
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4. CONCLUSAO

A B-galactosidase produzida foi parcialmente purificada, apresentando trés
bandas em gel poliacrilamida de eletroforese, sendo uma com peso de 40 kDa e
duas seguidas com peso molecular estimado de 50 kDa e 66 kDa. Porém, nao foi
possivel concluir se estas bandas representam uma enzima dimérica ou se séo duas
enzimas com peso molecular muito préximo. Na caracterizacao a enzima apresentou
melhor pH e temperatura de 7 e 40°C, respectivamente. Porém, a enzima
apresentou melhor estabilidade térmica a 30°C e em pH o6timo. Diante dos
resultados, pode-se aferir que embora pré-purificada, a enzima apresentou
caracteristicas favoraveis para aplicagao industrial. Além do beneficio de se utilizar

um residuo ainda pouco explorado como o sobrenadante de microalgas.
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