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RESUMO

A a-galactosidase é uma enzima capaz de degradar oligossacarideos, tais como
estaquiose e rafinose. Tais acUcares ndo sdo metabolizados no trato intestinal
humano, o que causa uma série de problemas digestivos. Para fins terapéuticos, a
adicéo desta enzima em alimentos ou mesmo seu consumo direto pode eliminar os
sintomas de desconforto abdominal. Outra aplicacdo das a-galactosidases é para
tratamento da doenca de Fabry, uma doenca genética de carater hereditario que
causa a deficiéncia ou a auséncia da enzima no organismo de seus portadores. Sobre
a aplicacdo industrial, boa parte é utilizada na producédo de acucar de beterraba e
também para processos alimenticios envolvendo derivados de soja. Sabe-se que a
producéo brasileira de soja em 2014 correspondeu a aproximadamente 87 milhdes de
toneladas, com produtividade média de 2.897 kg/ha segundo o IBGE - Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (2015). Visando estas aplicacbes e a fim de
encontrar alternativas para sua producdo, 0 presente processo tem por objetivo a
producdo de a-galactosidase a partir de vinhaca de soja, um residuo rico em
oligossacarideos essenciais para a producdo enzimatica, obtida da fermentacéo
alcodlica de melaco de soja. Tal uso também visa reduzir os impactos ambientais
causados pelo descarte ou ndo aproveitamento deste subproduto da industria de
processamento da soja, jA que aproximadamente 260 m3 por dia de vinhaca séo
gerados a partir de 10 m?® diarios de etanol produzidos em uma indulstria brasileira
processadora destes graos. Foram realizados ensaios de fermentagdo por
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em frascos de Erlenmeyer. Baseado nos testes
de otimizacdo, concluiu-se que a melhor condicdo para produzir a enzima a-
galactosidase foi a de vinhacga de soja contendo 5,0% (m/v) de rafinose e 0,5% (m/v)
de MgSO04.7H20, a 30°C e 10% (v/v) de inoculo sob agitacdo a 120 rpm. Nestas
condi¢bes obteve-se 7,48 £ 0,47 U/mL de enzima, enquanto que ensaios em biorreator
do tipo tanque agitado, com 300 rpm de agitacao e aeracdo de 1 vvm, levaram a uma
producdo de 8,84 + 0,05 U/mL, um aumento de 15,38%. A enzima produzida foi
extracelular, ou seja, secretada no meio de producéo, fato que contribui para a sua
separacao e purificacdo, o que certamente € uma vantagem do processo.

Palavras-chave: a-galactosidase, alfa-galactosidase, melibiase, oligossacarideos,
estaquiose, rafinose, vinhaca de soja, residuo industrial de soja.



ABSTRACT

The a-galactosidase is an enzyme capable of degrading oligosaccharides, such as
stachyose and raffinose. These sugars are not metabolized in the human intestinal
tract, which causes a number of digestive problems. As therapeutic purposes, addition
of this enzyme in food or even its direct consumption can eliminate these symptoms,
not only individuals but also in animals. Another application of a-galactosidase is for
the treatment of Fabry disease in humans, a genetic hereditary disease which causes
the deficiency or absence of the enzyme in the organism of its carriers. On industrial
application, much is used in sugar beet production and food processes involving soy
products. It is known that the Brazilian soybean production in 2014 amounted about to
87 million tons, with average yield of 2897 kg/ha according to the IBGE - Brazilian
Institute of Geography and Statistics (2015). Targeting these applications and to find
alternatives for their production, this process aims to produce a-galactosidase from soy
vinasse, a residue rich in oligosaccharides essential for enzyme production, obtained
from the alcoholic fermentation of molasses soybeans. Such use also aims to reduce
the environmental impacts caused by the disposal or non-use of this by-product of
soybean processing industry, as about 260 m? per day of vinasse are generated from
daily 10 m? of ethanol produced in a Brazilian processing industry of these grains.
Fermentation experiments were carried out by Leuconostoc mesenteroides INRA 23
in Erlenmeyer flasks. Based on the optimization tests, it was concluded that the best
condition to produce the a-galactosidase was soybean stillage containing 5.0% (w/v)
raffinose and 0.5% (w/v) MgS0Oa.7H20, at 30°C and 10% (v/v) inoculum with stirring at
120 rpm. Under these conditions yielded 7.48 = 0.47 U/mL enzyme, while trials in
agitated tank type bioreactor with 300 rpm agitation and aeration of 1 vwm, led to a
production of 8.84 + 0, 05 U/mL, an increase of 15.38%. The enzyme was produced
extracellular, secreted into the production medium, a fact that contributes to its
separation and purification, which is certainly an advantage of the process.

Key-words: a-galactosidase, alpha-galactosidases, melibiase, oligossacharides,
stachyose, raffinose, soybean vinasse, industrial residue of soybean.
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LISTA DE SIGLAS

a-Gal a-Galactosidase
FES Fermentacdo em estado solido
FSm Fermentacdo submersa
LAB Bactérias acido-lacticas
LPB Laboratério de Processos Biotecnologicos
pNPG p-Nitrofenil-galacto-piranosideo
STR Biorreator do tipo tanque agitado (Stirred Tank Reactor)
VA Vinhaca de soja ajustada/suplementada
VP Vinhaca de soja pura

vwm Volume de ar por volume de meio e tempo (m3/m3.h ou L/L.h)
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1. INTRODUCAO

A enzima a-Galactosidase (a-Gal), também chamada de a-D-galactosideo
galactohidrolase (E.C. 3.2.1.22) ou de melibiase, catalisa a hidrdlise de ligagbes a-
(1,6)-galactosidicas, causando a liberagao de a-D-galactose (DU et al., 2013). Estas
ligacdes sdo encontradas em oligossacarideos, sendo 0s mais comuns a estaquiose
e a rafinose. Também estdo presentes em polissacarideos ramificados, tais como
galactomananas e galacto (glico) mananas (NAUMOV, 2004). Estes oligossacarideos
estdo presentes em leguminosas como ervilha, feijao e soja. S&o carboidratos de
baixa massa molecular e ndo metabolizaveis no intestino humano pela
deficiéncia/auséncia de a-Gal. Isto pode levar a desconforto abdominal, devido a
producdo de flatuléncia, especialmente por Clostridium perfringens (GOES et al.,
2002).

A a-Gal é uma enzima de grande aplicacao industrial em produtos derivados de
soja, reduzindo oligossacarideos indesejaveis, e na producédo de acucar de beterraba.
Entretanto, também pode ser utilizada para fins terapéuticos. Isto porque, ao reduzir
a cadeia carbbnica dos oligossacarideos, diminui os disturbios digestivos em pessoas
com estilo de vida vegano ou em pessoas com problemas na producdo de enzimas.
Outro uso terapéutico diz respeito a doenca de Fabry, doenca de depdésito lisossémico
(DDL), genética e de carater progressivo, a qual é causada pela deficiéncia ou
auséncia de uma enzima lisossdmica, a a-Gal A (EC 3.2.1.22, codificada pelo gene
GLA) (FRANCESCO et al, 2013), causando problemas no sistema imune
(CASTANEDA et al. 2008).

A vinhaca de soja € o principal subproduto gerado pela fermentacéo alcoolica
de melaco de soja. E o residuo da destilacio de produtos do processo de recuperacéo
de etanol, contendo alta concentragdo de compostos organicos, essencialmente
acucares nao redutores, essenciais para a producdo enzimatica. Devido a quantidade
alta de DBO e DQO, a vinhaca ndo pode ser tratada como um efluente comum
(SIQUEIRA, 2006). Sabe-se que aproximadamente 260 m3 por dia de vinhaca sao
gerados a partir de 10 m?3 de etanol por dia em uma indulstria brasileira processadora
de gréos de soja (SIQUEIRA, 2006).

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi produzir a enzima a-Gal por

bioprocesso alternativo. Tal processo envolveu a fermentagcdo submersa com o
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emprego de vinhaca de soja, que naturalmente ja propicia condigdes para producao
enzimatica devido a sua composicao rica em oligossacarideos. O uso deste residuo
também implica em um menor custo de producdo e contribui para a reducdo dos
impactos ambientais causados pelo descarte ou ndo aproveitamento do subproduto

da industria de soja, a vinhaca.

1.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho foi produzir a enzima a-galactosidase por
processo de fermentacdo submersa a partir de residuo industrial, a fim de obter um
menor custo de producdo e contribuir para a reducdo dos impactos ambientais
causados pelo descarte ou ndo aproveitamento de subproduto da industria de soja, a
vinhaga.

1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1 Verificar meio sintético como alternativa para meio de fermentacao, visando
aplicacao terapéutica da enzima e também evitando paradas de producédo quando néo
houver disponibilidade de residuo industrial.

1.2.2 Otimizar a producado de a-galactosidase em frascos Erlenmeyer e também em
biorreator.

1.2.3 Purificar e concentrar a a-galactosidase obtida pela melhor condi¢cdo de meio de
cultivo.

1.2.4 Determinar a massa molecular da enzima.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 a-GALACTOSIDASE

A enzima a-Galactosidase (a-Gal) (FIGURA 1), também chamada de a-D-
galactosideo galactohidrolase (E.C. 3.2.1.22) ou de melibiase, catalisa a hidrolise de
ligacdes a-(1,6)-galactosidicas, causando a liberacdo de a-D-galactose (DU et al.,
2013).

FIGURA 1 - ESTRUTURA DA ao-Gal A
FONTE: NIH - NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH (1997).

As ligagdes a-(1,6)-galactosidicas sdo encontradas em oligossacarideos,
sendo 0s mais comuns a estaquiose e a rafinose. Também estdo presentes em
polissacarideos ramificados, tais como galactomananas e galacto (glico) mananas
(NAUMOV, 2004).

As diferencas estruturais entre estaquiose, melibiose e rafinose podem ser
observadas nas FIGURAS 2, 3 e 4, respectivamente.
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FIGURA 2 — ESTAQUIOSE.
FONTE: UNESP (2013a).
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OH
FIGURA 3 — MELIBIOSE.
FONTE: BIOCHEMISTRY (2013).

CH,OH
HO

HOCH, -0
. —@:H,OH
OH

FIGURA 4 — RAFINOSE.
FONTE: UNESP (2013b).

Estes carboidratos estdo presentes em leguminosas, tais como ervilha, feijao e
soja. Sao acucares de baixa massa molecular, ndo metabolizaveis no intestino
humano pela auséncia de a-Gal. Isto pode levar a desconforto abdominal devido a

producdo de flatuléncia, especialmente por Clostridium perfringens (GOES et al.,
2002).
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2.2. CLASSIFICACAO / MECANISMOS

2.2.1 Classificacéo

De acordo com a IUBMB (International Union of Biochemistry and Molecular
Biology, 2013), a enzima a-D-galactopiranosideo galactohidrolase EC 3.2.1.22,
terminologia criada em 1961, pode ser classificada da seguinte forma: nome aceito a-
Galactosidase (a-Gal), mas também pode ser chamada de melibiase, a-D-
galactosidase ou galactohidrolase a-galactosideo. A a-Gal faz parte do grupo de
enzima da classe 3, das hidrolases, que catalisam reacfes de hidrélise de ligacdes
covalentes. A subclasse 2 indica que é uma glicosidase, enquanto que o numero 22 é
a enzima propriamente dita (UFRJ, 2006).

A principal reacdo que catalisa é a de hidrélise do terminal ndo redutor a-D-
galactose em a-D-galactosideos, incluindo oligossacarideos de galactose,
galactomananas e galactolipidios. Também hidrolisa a-D-fucosideos (galactosideos e
fucosideos sdo carboidratos que diferem exclusivamente na posicdo 6 - nos
fucosideos um grupo metil substitui a hidroxila).

Sobre a massa molecular, a a-Gal de sementes de Phaseolus coccineus
purificada e identificada por SDS-PAGE e filtracdo gel foi de 43 kDa (DU et al., 2013),
enquanto que a obtida por fermentacdo com Aspergillus niger ATCC 46890
correspondeu a 64 kDa (ADEMARK et al., 2001). Anisha et al. (2009), por sua vez,
obtiveram 3 enzimas do tipo a-Gal por Streptomyces griseoloalbus MTCC 7447, com
massas moleculares de 72, 57 e 35 kDa. Deste modo, observa-se significativa

variacdo da massa molecular enzimatica quando se altera a fonte produtora de a-Gal.
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2.2.2 Mecanismos

As enzimas a-Gal catalisam a hidrélise de ligagcbes a-1,6 de a-galactosideo de
galacto o-oligossacarideos da familia de acUcares rafinose e polissacarideos de
galactomanano com muitas aplicacdes biotecnologicas e médicas (GOTE et al.,

2007). Este mecanismo pode ser observado na FIGURA 5.
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FIGURA 5 - ESTRUTURAS DOS a-GALACTOSIDEOS EM SOJA: ESTAQUIOSE E RAFINOSE.
FONTE: ADAPTADO DE LEBLANC ET AL. (2004).

De acordo com a figura anterior, podemos notar que a a-Gal atua sobre a
estaquiose, liberando uma molécula de galactose e uma de rafinose e a partir da
rafinose libera galactose e sucrose, que por sua vez pode ser lisada pela invertase

para aplicacdo em diversos processos industriais.
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2.3 FONTES E SUBSTRATOS PARA PRODUCAO DE a-Gal

A a-Gal € amplamente distribuida em microrganismos, plantas e animais, sendo
que sua producéo depende do substrato utilizado e das condicdes aplicadas as fontes
produtoras (ADEMARK et al., 2001).

Neste topico foram citadas as fontes microbianas mais relevantes para a

producdo da enzima, especialmente as bacterianas e as fangicas.

2.3.1 Microrganismos produtores de a-Gal

Algumas fontes de a-Gal de origem microbiana podem ser observadas na
TABELA 1. J4 em relacdo a enzima de origem fangica, os dados encontram-se nas
TABELAS 2 e 3.

A a-Gal de origem bacteriana (TABELA 1) é exclusivamente obtida por
fermentacdo submersa (FSm), variando condicbes de pH, temperatura e agitacéo
para cada linhagem aplicada. Para os valores de atividade enzimatica listados, o valor
minimo foi de 1,1 U/mL para Lactobacillus fermenti NRRL B-585 (MUDGETT e
MAHONEY, 1985). Para Lactobacillus agilis LPB 56 foi obtido 11,07 U/mL em vinhaca
de soja (SANADA et al., 2009), enquanto que para a linhagem Streptomyces
griseoalbus MTCC 7447 foi descrita a producdo de 50,3 U/mL apés otimizacdo do
meio de cultivo, sendo a melhor condi¢cdo a contendo 10g/L de agente geleificante
LBG (locust bean gum), 3 g/L de extrato de levedura, 3,03 g/L de (NH4)2HPO4, 1,0 g/L
de KH2PO4 e 0,49 g/L de MgS0O4.7H20. A temperatura aplicada foi de 30°C (ANISHA,
SUKUMARAN e PREMA, 2008).

Para os valores de atividade especifica, destaca-se a producdo por
Bifidobacterium brevis 203, que em cultivo contendo glucose apresentou 61,00 U/g,

chegando a 2.000,00 U/g quando em meio adicionado de rafinose (XIAO et al., 2000).
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TABELA 1 - FONTES DE a-Gal DE ORIGEM BACTERIANA.

Atividade

. Tipo de Meio utilizado; tempo de S Atividade .
Linhagem . ~ enzimatica S Referéncia
cultivo fermentacéo - enzimatica
especifica
Bifidobacterium
longum MB227 1,81 U/lg )
Meio modificado de Iwata:
Bifidobacterium Bacto-triptona, 10 g; Bacto-
breve MB252 yeast extract, 5 g; Bacto- 1,62 Ulg -
triptose, 5 g; lactose, 3 g;
— - FSm citrato diamonico
Bifidobacterium hidrogenado, 2,5 g; piruvato ) SCALABRINI
infanti ) 0U g, [ 1,55 U/g
infantis MB257 Cultivo  de sddio, 1,2 g; cisteina—HCI, et al. (1998)
estatico 0.3 g; Tween 80, 1 g;
Bifidobacterium MgS0a.7 H20, 0,5 g; L11 Ul
bifidum MB239 MnS0O4.4 H20, 0,12 g; ) ¢] -
FeS04.7 H20, 0,03 g e 4gua
Bifidobacterium destilada. 12 a 24h.
adolescentes 1,61 U/g -
MB243
Lactobacillus MUDGETT e
fermenti NRRL B- FSm Caldo MRS; 24h. 4,3 Ulg 1,1 U/mL MAHONEY
585 (1985)
Crescimento
Caldo PYF (peptona/extrato  em glucose:
o . de levedura e solucéo de 61 U/g.
Blflbdrcét)lgctzeorgum FScr:nO(siob Fildes), adicionado de 0,5% - XI,E-\ZC(;;(;)aI.
2 (m/v) de glucose ou rafinose; Crescimento
24h. em rafinose:
2000 U/g
Lactobacillus
fermentum FSm Caldo LAPTg, de acordo com ) GARRO et al.
Raibaud et al. (1961); 24h. (1996)
CRL251
Bacillus Farinha de soja, extrato de GOTE et al
stearothemophillus FSm levedura e sulfato de amonio; - 2,0 U/mL (2004) '
NCIM — 5146 24h.
Lactobacillus
fermentum CRL FSm Caldo MRS; 24h. - 5,0 U/mL LEBLANC et
al. (2005)
722
Lactobacillus agilis . L SANADA et al.
LPB 56 FSm Vinhaca de soja; 144 h. - 11,07 U/ mL (2009)
4,98 U/mL
Lactobacillus COTniCSl:gyra
curvatus R08 e ’ YOON e
Leuconos_toc FSm Caldo MRS modificado; 24h. - 5.47 U/mL HWANG, 2008
mesenteroides
JK55 com L..
mesenteroides
JK55 puro
Meio contendo LBG (locust
Streptomyces bean gum) 10g/L, ext. de SU?(’:IJII\S/IXQAN
griseoalbus MTCC FSm levedura 3 g/L, (NH4)2HPO4 - 50,3 U/mL e PREMA
7447 3.03 g/L, KH2PO4 1.0 g/L, (2008)

MgS0a.7H20 0.49 g/L; 48h.
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Em relacdo a a-Gal fungica (TABELA 2), pode ser empregada a técnica de
fermentacdo em estado solido (FES) ou fermentacdo submersa (FSm), com
temperatura na faixa de 30 a 45°C. Observa-se uma alta producéo enzimatica descrita
por LIU et al. (2007) para Aspergillus foetidus ZU-G1, em que a atividade de a-Gal

atingiu aproximadamente 65 U/mL.

TABELA 2 - FONTES DE a-Gal DE ORIGEM FUNGICA E LEVEDURA.

. Atividade o
Linhagem Tipo de Meio enzimética Atlyld,agle Referéncia
cultivo e enzimatica
especifica
Aspergillus sojae Meio YpSs GURKOK et
ATCC11906 FSm modificado - 10,4 UMmL 7" 2011)
FES Farinha de soja 44;?, g 9 -
Humicola sp. NCIM KOTWAL et
1252 al. (1998)
FSm Farinha de soja 13’% Vg -
5°C
3.2% farinha de
soja (m/v), 2%
. . farelo de trigo
ASpergz"l'J“_Sfoe“d“S FSm (MN), 0,1% - 64,75 U/mL L'(g(%%"’
KH2PO4 (Mm/v) e
0,05% de
FeS04-7H20 (m/v)
RGPW - Red Gram
FES Plant Waste 3.4 Ulg SHANKAR e
Aspergillus oryzae MULIMANI
. 2007
FES Farelo de trigo 2,7 Ulg - ( )
Melaco de cana
com 4% (m/v) de
Saccharomyces !
- acUcares
cerevisiae var. fermentaveis totais;
carlsbergensis FSm 206 (M) ' i VINCENT et
YGSC1453 MEL1 0 al. (1999)

(variedade
mutante)

melibiose; 0,05%

(m/v) ureia e 0,2%

(m/v) monofosfato
de ambnio

Em se tratando da producéao da enzima por levedura, Ruiz, Acosta e Cisneiros
(1995), afirmaram que clones de Saccharomyces sp. obtidos por meio de mutacéo a
luz ultravioleta conseguiram produzir a-Gal sem necessidade do uso de fonte de

carbono.
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No estudo de Kotwal et al. (1998), aléem das diferentes técnicas de fermentacao
testadas, ou seja, FES, FSm e fermentacéo semi-sélida (FESS), com Humicola sp.
NCIM 1252, foram estudadas também cinco condi¢cdes de cultura (TABELA 3). O
maior valor encontrado para a-Gal obtida em FES foi de 44,6 U/g com farinha de soja,
sendo que com 0 mesmo substrato foram produzidas 13,9 U/g em FSm. De uma forma
geral, a produgcéo da enzima foi melhor quando realizada em FES para todos os
substratos. A farinha de soja promoveu uma melhor producéo, provavelmente, devido

a sua composicao em rafinose, estaquiose e melibiose.

TABELA 3 - PRODU(;AO DE a-Gal A PARTIR DE HUMICOLA SP EM DIFERENTES CONDI(;C)ES
DE CULTIVO E SUBSTRATOS (ADAPTADO DE KOTWAL et al., 1998).
Atividade enzimatica do substrato original (U/g)

FES FESS?! FESS? FSm?2

Residuo de coco 40,9 19,4 17,2 12,6
Farelo de trigo 25,2 16,1 12,5 7,2
Residuo de amendoim 30,4 14,9 14,5 10,0
Farinha de soja 44,6 31,8 30,7 13,9
Residuo de soja 14,7 7,5 6,1 4,9

1Estacionaria. 2Agitada.

Entretanto, o melhor resultado dentre os apresentados nas TABELAS 2 e 3 foi
para a enzima proveniente do fungo Aspergillus foetidus ZU-G1 estudado por LIU et
al., (2007), correspondendo a atividade de 64,75 U/mL apos 96h em meio otimizado :
3,2% de farinha de soja (m/v), 2% de farelo de trigo (m/v), 0,1% de KH2PO4 (m/v) e
0,05% de FeSO4-7H20 (m/v), com pH inicial de 6,31.

Sobre a a-Gal proveniente de fonte vegetal, poucas informacdes sao
reportadas no meio cientifico. Sabe-se que a enzima extraida de sementes de soja
tem massa molecular de aproximadamente 300 kDa e temperatura 6tima de atividade
enzimética de 45-50°C (GUIMARAES et al., 2001). J4 a enzima proveniente da planta
Phaseolus coccineus apresenta temperatura 6tima de 70°C e pH 6timo de atuacao de
3,0 (DU et al.,, 2013). Mujer, Ramirez e Mendonza (1984) estudaram a atividade
enzimatica da enzima em coco, concluindo que a atividade aumenta com a idade da
planta. A fungdo principal da enzima € degradar as galactomananas de reserva das

sementes no inicio da germinacao.
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Chrost e Schimitz (1997) estudaram a a-Gal proveniente de meldo (Cucumis
melo) e observaram que plantas da familia das Cucurbitaceas apresentam duas
variedades da enzima, sendo que uma possui pH 6étimo de atuacdo em meio acido e
outra em meio alcalino. A distribuicdo e funcdo destes dois tipos dependem do
desenvolvimento e dos tecidos da planta.

Ainda, de acordo com os autores, a atividade mais alta da enzima foi detectada
no meldo maduro, onde ocorre a clivagem da rafinose pela enzima resultando em
sacarose e galactose. Este ultimo carboidrato € toxico para a planta e € entdo
rapidamente utilizado para a biossintese de moléculas de sacarose, o qual é
metabolizavel pelo vegetal.

2.3.2 Soja e derivados — Meio alternativo para a producao da a-Gal

A producdo de soja em 2014 correspondeu a 86.769.230 toneladas, com
produtividade média de 2.897 kg/ha segundo o IBGE - Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (2015).

O consumo humano de produtos derivados da soja tem sido limitado pela
presenca de oligossacaridios ndo digeriveis (NDOS, como estaquiose, rafinose e
melibiose). Tal fato se deve que, na maioria dos mamiferos, incluindo o homem, ha
menor quantidade de a-Gal pancreética. Tais NDOS podem ser fermentados por
microrganismos fermentadores presentes no ceco e no intestino grosso, causando
flatuléncia e outros disturbios gastrointestinais em individuos sensiveis (LE BLANC et
al., 2004). NDOS tais como estaquiose, melibiose e rafinose estdo presentes em
quantidade aproximada de 100 a 150 g/kg de sementes de soja (GOES et al., 2002).

Industrialmente, na producédo de farelo de soja, h4 geracdo de um co-produto
denominado melago, rico em acgucares. A partir de um processo desenvolvido pela
Divisdo de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade Federal do
Parana, em parceria com uma empresa privada de processamento de soja, a
fermentacdo do melaco de soja gera etanol e vinhaca como residuo (KARP et al.,
2011).

A vinhaca de soja € obtida pela destilacdo de produtos do processo de
recuperacdo de etanol. Apresenta alta concentragcdo de compostos organicos,

essencialmente acucares ndo redutores, ndo podendo ser tratada como um efluente



34

comum (SIQUEIRA et al., 2008). Sabe-se que aproximadamente 260 m3 por dia de
vinhaca sdo gerados a partir de 10 m? diarios de etanol produzidos em uma industria
brasileira processadora de graos de soja (SIQUEIRA et al., 2008).

O processo simplificado ocorre conforme FIGURA 6.

| Semente de soja |

| } } }
Lecitina de soja Oleo Torta de soja sem dleo Farelo de soja
I
| }
Melaco de soja Concentrado proteico
Etanol

y

Vinhaca de soja |

FIGURA 6 - ETAPAS DO PROCESSAMENTO DE SOJA DA SEMENTE A VINHACA
FONTE: ADAPTADO DE SIQUEIRA ET AL. (2008).

A vinhaca de soja é uma solucdo com elevado teor de aclUcares gerado na
fermentacao de melaco de soja para producéao de etanol (IMCOPA, 2015; MACHADO,
1999). A composicao dos dois residuos industriais esta apresentada na TABELA 4.

TABELA 4 - COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DE MELACO E VINHACA DE SOJA
(ADAPTADO DE SIQUEIRA et al., 2008 e KARP et al., 2011).

Componente Melaco (% em base seca) Vinhaga (% em base seca)?
Estaquiose 18,60 11,09
Rafinose 9,68 22,07
Sacarose 28,40 0,00
Glucose 0,24 0,00
Frutose 0,13 0,00
Galactose 0,25 1,84
Carboidratos totais 57,30 35,00
Proteinas 9,44 13,30
Lipidios 21,20 27,80
Minerais 6,36 9,24
Fibras 5,70 14,60

a Amostras realizadas em triplicata (desvio-padrdo ndo superior a 7%).
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Observa-se que ha uma diminuicdo do teor de acUcares totais e também da
sacarose do melaco para a vinhaca de soja, em funcao da fermentacao do primeiro
para a producédo de etanol. A composicdo em carboidratos da vinhaca de soja é
predominantemente representada por estaquiose (11,09%), rafinose e estaquiose
parcialmente hidrolisados (22,07%) e acucares que ndo foram metabolizados durante
a fermentacéo alcodlica de melaco de soja (GUIMARAES et al., 2001). Deste modo,
€ um residuo industrial que pode ser utilizado para producéo de a-Gal por fermentacéo
submersa (SANADA, 2009).

2.4 APLICACAO

As aplicacdes industriais mais importantes de a-Gal sédo: indUstria de agucar de
beterraba, processamento de alimentos de soja e para uso terapéutico em humanos
(GOTE et al., 2007).

2.4.1 Industria de acgucar de beterraba

A rafinose é uma das principais impurezas na produc¢do de acucar de beterraba,
tendo forte efeito sobre a morfologia e a taxa de crescimento dos cristais de sacarose
(MARTIN, NARUM e CHAMBERS, 2001). Em geral, este acucar corresponde a
aproximadamente 1% (m/m) do acucar de beterraba, podendo causar problemas de
estabilidade durante estocagem e baixo rendimento total do processo (NAKATA et al.,
2012).

Para evitar este problema, indica-se a quebra da molécula de rafinose em
carboidratos de menor cadeia a partir do uso de enzima no processo de fabricacéo.

No estudo de Fallahpour et al. (2007), por exemplo, enzimas imobilizadas no
formato de esferas promoveu melhora na qualidade do agucar de beterraba, uma vez
gue os cristais formados foram mais homogéneos em decorréncia da melhora no meio

de producao, em que houve abaixamento do pH e melhoria da transferéncia de massa.

2.4.2 Processamento de alimentos de soja

Em leguminosas, tais como ervilha, feijado e principalmente a soja, o teor de

oligossacarideos € elevado. Na soja, ha especialmente grande quantidade de
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estaquiose e rafinose, que séo carboidratos de baixa massa molecular, os quais n&o
s&o metabolizaveis no intestino humano pela auséncia de a-Gal (GOES et al., 2002).

No intuito de aumentar a aceitabilidade da soja na alimentacéo, varios métodos
sao usados para a reducéo do teor destes oligossacarideos: o tratamento enzimatico,
a hidratacdo dos graos, o cozimento, a fermentacdo e a germinagéo. Entre estes,
tratamento enzimético tem sido o mais indicado, por sua especificidade e condi¢cdes
brandas de processamento, que evitam maiores perdas sensoriais e nutricionais dos
alimentos (GOES et al., 2002).

2.4.3 Uso terapéutico

Para uso terapéutico, recomenda-se produzir a enzima a partir de fontes de
baixissima ou nula toxicidade, a fim de diminuir as etapas de purificacdo e 0s riscos
aos consumidores. Deste modo, podem ser utilizadas, por exemplo, cepas de
bactérias intestinais probidticas e com crescimento melhor na presenca de rafinose
do que em glucose, tais como as estudadas por Xiao et al. (2000) (TABELA 5). Em
geral, linhagens do género Bifidobacterium produzem mais biomassa em meio de
cultivo contendo rafinose, enquanto que Lactobacillus necessitam de glucose para

multiplicacéo das células.

TABELA 5 - COMPARACAO DE CRESCIMENTO DE BACTERIAS INTESTINAIS EM MEIO
CONTENDO RAFINOSE E GLUCOSE (ADAPTADO DE XIAO et al., 2000).

Biomassa em massa seca (mg/mL)*

Linhagens probidticas Crescimento com Crescimento com
rafinose glucose

Bifidobacterium breve 203 1,52 1,45
Bifidobacterium breve JCM119 1,95 1,64
Bifidobacterium psudolongum JCM 1205 1,41 1,49
Bifidobacterium longum JCM1217 2,01 1,88
Bifidobacterium infantis JCM1222 1,93 1,56
Bifidobacterium bifidum JCM7004 1,83 1,37
Lactobacillus bulgaricus AKU1125 0,34 1,31
Lactobacillus bulgaricus IFO3533 0,28 1,27
Lactobacillus casei IFO3425 0,42 1,16
Lactobacillus sake IFO3451 0,32 0,58
Lactobacillus breve AKU1203 0,43 1,08
Lactobacillus helveticus IFO3219 0,31 1,19

* Cultivo de bactérias em estufa a 37°C por 48h.
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2.4.3.1 Tratamento da doenca de Fabry

A doenca de Fabry € uma doenca genética, de carater hereditario, que causa
a deficiéncia ou a auséncia da enzima a-galactosidase A (a-Gal A) no organismo de
seus portadores. E uma das 45 doencas de deposito lisossémico. A deficiéncia
enzimatica interfere na capacidade de decomposicdo de uma substancia adiposa
especifica, denominada globotriaosilceramida, também chamado de Gb3. A doenca
de Fabry € cronica, progressiva e atinge varios 6rgaos e sistemas do organismo
(ABRAFF, 2013).

De acordo com Togawa et al.,, (2012), pacientes homens com baixa ou
nenhuma atividade de a-Gal exibida na “forma classica” de doenca de Fabry
desenvolveram dores nas extremidades periféricas, hipo-hidrose, angioqueratomas,
opacidades corneanas e comprometimento cardiaco, renal e vascular cerebral.

Pela gravidade da patologia, o diagndéstico precoce esta se tornando cada vez
mais importante, desde a triagem neonatal e exames para pacientes de alto risco
(historico familiar). Para o tratamento desta doenca pode ser aplicada a Terapia de
Reposicdo Enzimatica (Enzyme Replacement Therapy - ERT) com a-Gal A
recombinantes (SCHIFFMANN et al., 2006; WEIDEMANN et al., 2009).

Os ensaios clinicos de terapia de substituicdo de enzimas tém sido relatados
em pacientes com a doenca de Fabry, utilizando infusbes de plasma normal, a-Gal A
purificada a partir de placenta ou de a-Gal A purificada a partir do baco ou do plasma
e também de fontes microbianas (SHAALTIEL et al., 2011).

Entretanto, novas fontes de a-Gal tém sido estudadas para a terapia
enzimatica, ja que foram relatadas algumas manifestagbes clinicas durante a
administracdo intravenosa: dor de cabeca, febre, tosses, nduseas, alucinacdo visual
e sintomas de ordem alérgica, tais como urticaria, erupcdes cutdneas e inchacgo da
lingua (SMID et al., 2013).

De maneira geral, pode-se notar que a aplicacdo de a-Gal ocorre
industrialmente tanto na fabricacdo de acucar de beterraba, quanto em produtos
derivados de soja. Terapeuticamente, seu uso € voltado para pessoas com doenca de
Fabry, veganos e pessoas com problemas digestivos. Para tal, ja existem remédios

sendo comercializados conforme descrito no topico a seguir.
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2.4.4 Fabricantes comerciais para uso terapéutico (alegagdes digestivas)

No que diz respeito aos produtos comerciais contendo enzimas para fins
terapéuticos, pode-se dizer que o maior publico consumidor corresponde aos veganos
e vegetarianos, ja que os alimentos com uma grande quantidade de oligossacarideos
podem causar desconforto abdominal, devido a producdo de gés por bactérias que
fermentam estes acucares no intestino.

Assim, alguns destes suplementos alimentares contendo a-Gal estao listados
na TABELA 6.

TABELA 6 - SUPLEMENTOS COMERCIAIS CONTENDO a-Gal.
Quantidade a-

Nome Marca Enzimas e complementos Gal por porc¢ao Referéncia
/ capsula; valor
Nutriteck® .
Alpha-galactosidase ~ Canada/United o-Galactosidase 18%% (1;2/' v Nutritech.com,
.13/g (2014)
States
Bean-Zyme®
Alpha galactosidase Bean-Zyme® a-Galactosidase 300 Gal U (2013),
from Aspergillus niger  United States U$0.08/capsula  Amazon.com,
(2014)
Alpha-galactosidase - Beano® . 450 Gal U Beano® (2014),
. a-Galactosidase IHerb.com,
enzyme tablets United States U$0.22/g
(2014)
Baseline 150 Gal U Baseline
Digestive Enzymes Nutritionals® a-Galactosidase U$0.39/cansula Nutritionals.com
United States ) P (2014)
Mistura de enzimas
digestivas: amilase,
celulase, caseina protease,
Digestive Health Elle Belle UK® In\;z;?(s);’igisee&:ﬁ)r?‘?e’ 1 g/100g ElleBelleUK®
Supplement England celulose), a-Gal; U$0.16/g (2014)
probiéticos Lactobacillus
Acidophilus e
Bifidobacterium bifidum
Gas Enzyme Alpha- Vitacost® . 300 Gal U )
galacilosidasz United States a-Galactosidase U$0.12/g Vitacost® (2014)
625 AGS
Pancreatic enzymes AOR Zymes®  o-Galactosidase, amilase,  unidades -25  Supplete.com,
& alpha-galactosidase Canada lipase e protease mg (2014)

U$0.58/capsula

De acordo com a TABELA 6, o custo dos produtos para o ano de 2014 variou
de U$0.08-U$0.58/cdpsula e U$0.13-U$0.22/g, dependendo da composicao,
unidades de a-Gal e da acdo especifica no organismo, caso seja aplicada somente

como suplemento digestivo ou para problemas pancreaticos, por exemplo.
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De maneira geral, pode-se afirmar que a a-Gal € reconhecidamente uma
enzima de aplicacdo industrial, j& que é utilizada no ramo alimenticio para producao
de aclcar de beterraba e para produtos derivados de soja, além da aplicacéao
terapéutica para vegetarianos e veganos, pessoas com problemas digestivos e em

pacientes da doenca de Fabry.

2.5 PATENTES PUBLICADAS SOBRE a-GAL

A fim de elencar os estudos sobre producéo de a-Gal, especialmente a partir
de residuo industrial, foi realizado levantamento bibliografico de artigos cientificos,
citados no decorrer do presente trabalho, e também de patentes. O Unico artigo que
consta vinhaca de soja como meio de fermentacdo para a producao de enzima foi o
de Sanada (2009), em que o estudo também foi realizado no Departamento de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da Universidade Federal do Parana,
pela bactéria Lactobacillus agilis LPB 56. Para Leuconostoc mesenteroides, Yoon e
Hwang (2008) utilizaram cultura mista de Lactobacillus curvatus R08 e Leuconostoc
mesenteroides JK55 a fim de estudar reducéo dos oligossacarideos de soja.

Sobre as patentes, nenhuma envolve uso de residuo industrial e nem o uso das

linhagens Lactobacillus agilis ou Leuconostoc mesenteroides como cepas produtoras.

v' Patentes envolvendo producgéo de a-Gal:

= A patente U.S Patent 3966555, de Arnaud e Bush, com data de publicacdo de
29/06/1976 (“Alpha-galactosidase production”) descreve a produgéo de a-Gal por
cultura de Penicillium duponti via fermentacdo submersa contendo pelo menos um
acucar e com pelo menos uma ligacéo do tipo a-D-galactopiranosil.

= A patente WO 2004074496 A1, de Baillon et al., publicada em 02/09/2004 (“Food
product and process for their preparation by enzymatic galactosyltransfer with
Lactobacillus alpha-galactosidase”) diz respeito ao processo de producdo de
oligossacarideo a partir do uso combinado de substrato e enzima a-Gal proveniente
de lactobacilos. Tal oligossacarideo promove o aumento de bactérias benéficas no

trato gastrointestinal animal.
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= A patente WO 1990011353 Al, de Calhoun e Coppola, de 04/10/1990
(“Recombinant alpha-galactosidase, a therapy for fabry disease”) trata da produgao
de a-Gal A recombinante, obtida por vetores de expressao de baculovirus e virus que
proporcionam a expressao estavel dos niveis extracelulares e intracelulares desta
enzima em uma cultura de células de inseto. A enzima recombinante pode ser usada
em terapia de substituicdo enzimatica para tratar pacientes com doenca de Fabry.

= A patente US3867256 A, de Narita et al., publicada em 18/02/1975 (“Method for
production of alpha-galactosidase by microrganism”) descreve o uso de Circinella
muscae (Berlese et de Toni) e Typica coreanus (ATCC 20394) em meio de cultivo
contendo acgUcares indutores (lactose, melibiose e rafinose) para produzir a enzima a-
Gal de elevada atividade e invertase de baixa atividade. Uma aplicacdo para os
micélios contendo as enzimas produzidas é a adicdo em melaco de beterraba,
incluindo xarope ou sumo no decorrer da producdo de acucar de beterraba. Deste
modo a enzima atua sobre a rafinose contida no melago de beterraba resultando em
sacarose e galactose, melhorando o rendimento na obtencéo de sacarose.

= A patente US 20140170115 A1, de Porubcan e Yonak, publicada em 19/06/2015
(“Enzyme and Prebiotic Combinations for Enhancing Probiotic Growth and Efficacy”)
diz respeito ao estudo de crescimento de biomassa de probidticos a partir de
combinacdes entre prebidticos (que atuam como substrato) e enzimas. Na patente,
isomalto-oligossacarideos, a-Gal e B-glucanase foram aplicados para potencializar o
crescimento e/ou atividade de bifidobactérias, podendo estes microrganismos ser
ingeridos isoladamente ou adicionado a alimentos, incluindo sobremesas.

= A patente US6607901 B1, de Schaffer e Zhifang, cuja publicacdo foi em 19/08/2003
(“Alkaline alpha-galactosidase”) trata de uma enzima isolada de um organismo que
metaboliza alfa-galactosil contendo sacarideos. Compreende uma a-Gal com uma
atividade 6tima em pH neutro a alcalino, capaz de hidrolisar especialmente rafinose.

= A patente WO2011061736 Al, de Shaaltiel et al., 26/05/2011 (“Alkaline alpha
galactosidase for the treatment of Fabry disease”) descreve a administragéo de a-Gal
alcalina a um paciente com a doenca de Fabry.

= A patente CA2634273 C, de Tzortzis et al., publicada em 08/07/2014 (“Alpha-
galactosidase from Bifidobacterium bifidum and its use”) diz respeito a uma a-Gal
isolada de Bifidobacterium bifidum capaz de converter melibiose em dissacarideos

que podem ser incorporadas em varios produtos alimentares ou ra¢des para animais
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a fim de melhorar a saude do intestino, devido ao crescimento de bifidobactérias, que
atuam inibindo o crescimento de microrganismos patogénicos.

= A patente US6150171 A, de Yernool et al.,, 21/11/2000, (“Thermostable alpha-
galactosidase and methods of use”) trata da produgéo de a-Gal termoestavel a partir
de um é&cido nucleico isolado da bactéria Thermotoga neapolitana. O gene é clonado
em um vetor de expressdo elevada para fornecer grandes quantidades de enzima
purificada, que possui aplicacdo em produtos derivados de soja submetidos a altas

temperaturas para remover a-galactosideos.

2.6 LINHAGENS MICROBIANAS UTILIZADAS NESTE TRABALHO

A aplicagao de linhagens bacterianas para o presente trabalho baseou-se na
ideia de obter maior produtividade enzimatica em relacdo a fermentacao fingica que,
apesar de muitas vezes atingir maior atividade enzimatica, nem sempre esta
acompanhada de menor tempo de processo. Geralmente o pico de produgao de a-
Gal fungica ocorre em 96h de processo, enquanto que a bacteriana costuma ser em
24h, conforme exposto no item 2.3.1 de “Revisao Bibliografica”. Além disto, pela ampla
utilizac@o de bactérias lacticas tanto na industria de alimentos, quanto na farmacéutica
(SANTOS, RODRIGUES e TEIXEIRA, 2005), supde-se menor ou nulo grau de
toxicidade dos produtos obtidos, o que a priori reduziriam manifestacées clinicas,
especialmente alérgicas, como as que ocorrem para tratamento da doenca de Fabry
(SMID et al., 2013).

As bactérias acido-laticas (LAB — lactic acid bacteria) sdo microrganismos que
podem estar presentes em vegetais, produtos carneos e em laticinios. Sua aplicacao
esta associada ao uso probiotico e a formagcao de aromas em alimentos, e também
na producdo de cosméticos (SANTOS, RODRIGUES e TEIXEIRA, 2005).

As LAB sao microrganismos Gram-positivos, catalase negativos, néao
formadores de esporos, sendo 0s g@géneros mais estudados: Lactobacillus,
Lactococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela,
Carnobacterium, Tetragenococcus e Bifidobacterium (BRUNO, 2011).

Tratando-se das condi¢des de fermentacao ideais para bactérias lacticas, sabe-
se que cada linhagem possui condicbes adequadas de temperatura, substrato,
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aeracéo e pH para que possam aumentar sua producao de biomassa e produzir os
metabdlitos associados ao seu crescimento (ADLER-NISSEN e DEMAIN, 1994).

2.6.1 Lactobacillus agilis

A espécie bacteriana Lactobacillus agilis € um lactobacilo, em geral do tipo
heterofermentativo facultativo (SCHLEIFER e LUDWIG, 1995). Este microrganismo
também ¢é conhecido pela denominagcdo Lactobacillus plantarum var. mobilis,
estudado e isolado por Harrison e Hansen (1950) a partir de fezes de peru. O nome
atual teve inicio com Sharpe et al. (1973) (ABIS Encyclopedia, 2009).

O crescimento pode ocorrer de 15 a 45°C, sendo a temperatura 6tima de 37°C.
Em relagdo ao metabolismo heterofermentativo facultativo, as hexoses séo
fermentadas quase exclusivamente a &cido lactico pela via de Embden-Meyerhof ou,
em algumas espécies, a acido lactico, acético, etanol e acido férmico sob limitacédo de
glucose; pentoses sdo fermentadas a acido lactico e acético (ATCC - American Type
Culture Collection, 2012).

A morfologia é de bastonete, de 0,7 — 1,0 x 3,0 — 6,0 um, podendo apresentar-
se de maneira individual, em pares ou em cadeias curtas, ndo sendo formadora de
esporos (ABIS Encyclopedia, 2009).

Yamaguishi (2008) analisou o microrganismo selecionado L. agilis LPB 56
como sendo uma bactéria Gram positiva que se apresenta na forma de bastonetes
em cadeia ou néo, catalase negativa e ndo produz gas a partir da glicose. Quando
cultivada em meio MRS apresenta metabolismo homofermentativo obrigatério,
produzindo exclusivamente o &cido lactico. Esse fato péde ser confirmado pela ndo
producdo de gas a partir da glicose, o que ndo a classificaria como bactéria
heterofermentativa.

Todorov e Botes (2007), a partir de estudos de colonizagdo de microrganismos
patogénicos no intestino, verificaram que os lactobacilos possuem papel importante
na estabilizacdo da microflora intestinal, sendo aplicados como probioticos.

A fim de evitar que a producao de acido lactico pelo lactobacilo prejudique seu
crescimento durante a fermentacdo, o &cido lactico livre pode ser convertido em
lactato por meio de agentes neutralizadores, como NaOH e CaCOs. Entretanto, em

estudos de Ghosh e Ghosh (2007), foi relatado que a presenca de carbonato de calcio
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apresentou maior efeito inibidor de crescimento de biomassa que o hidroxido de sodio.
Os testes foram realizados com culturas puras e co-culturas de lactobacilos, a 37°C,
180 rpm, 1.55 g/L (massa seca de biomassa) de indculo com pH controlado a 5.60 a
cada 12 h, sendo que a adicdo NaOH ou CaCOs como agente neutralizante foi de 2%.

Ainda de acordo com Ghosh e Ghosh (2007), os resultados dos experimentos
com NaOH mostraram que a co-cultura produzia mais acido do que cepas puras de
Lactobacillus, enquanto com CaCOs a producao de acido foi maior com cepas puras.
Os baixos valores de biomassa e producéao de acido lactico com o carbonato de calcio
como agente neutralizante sugeriram que este teria efeito inibidor na performance da
co-cultura.

Se tratando da oxigenacao do meio de cultivo, sabe-se que para as linhagens
de Lactobacillus sp. o maior consumo de oxigénio durante a fermentag&o ocorre para
a fase estacionéria, diferente do que o ocorre para Leuconostoc sp., Brochothrix
thermosphacta e Carnobacterium, em que a taxa consumida deste gas esta
relacionada a fase exponencial (BORCH e GORAN, 1989).

2.6.2 Leuconostoc mesenteroides

O Leuconostoc mesenterides é uma bactéria do filo dos Firmicutes, classe
Bacilli, ordem dos Lactobacillales. Pertence a familia dos Leuconostocaceae, género
Leuconostoc e espécie: Leuconostoc mesenteroides

Para o Leuconostoc mesenteroides, a temperatura 6tima de crescimento € de
26°C, em condi¢des aerobias, apresentando crescimento em 24h — 48h apds ativacéo
em caldo MRS. Em agar, as coloénias sao pequenas, circulares, inteiras, lisas,
brilhante, opacas e esbranquicadas. As células sdo Gram positivas, sem mobilidade.
Possuem hastes curtas que ocorrem isoladamente, em pares ou em cadeias. A
linhagem pode se apresentar na forma cocobacilar, especialmente quando em
cadeias (ATCC, 2014b).

No que diz respeito as possiveis aplicacdes, sabe-se que o0 Leuconostoc
mesenteroides subsp. Mesenteroides e 0 Leuconostoc mesenteroides subsp.
dextranicum sdo comumente utilizados em culturas iniciadoras da industria
alimenticia, pois estdo envolvidos na producdo de aromas e na formacao de textura
caracteristica em alguns produtos (FOUCAUD et al., 1997; BOYAVAL, 1989).


http://en.wikipedia.org/wiki/Firmicutes
http://en.wikipedia.org/wiki/Bacilli
http://en.wikipedia.org/wiki/Lactobacillales
http://en.wikipedia.org/wiki/Leuconostocaceae
http://en.wikipedia.org/wiki/Leuconostoc
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Outra aplicacdo para Leuconostoc mesenteroides é a producdo de dextrana
(PELENC et al., 1993), podendo inclusive ser obtida na forma extracelular em escala
industrial for fermentacdo em batelada, sendo que ocorre simultaneamente ao
crescimento do microrganismo (LAZI et al., 1993).

Entretanto, dependendo da aplicacdo da linhagem, deve-se levar em
consideracdo a necessidade de adicionar solu¢cdo tampéao, visto que o Leuconostoc
mesenteroides converte boa parte dos carboidratos do meio de cultivo em acidos. Esta
diminuicdo de pH pode prejudicar o aumento de biomassa (FOUCAUD et al., 1997).
Deste modo, a fermentacdo deve ser equilibrada para haver producéo de metabdlitos
em paralelo ao crescimento celular.

Sobre as condi¢des de aeracao ou ndo do meio de cultivo para Leuconostoc
mesenteroides, Adler-nissen e Demain (1994) indicam que estas bactérias precisam
de consideraveis concentracfes de oxigénio para seu metabolismo, uma vez que o
mecanismo envolve a atividade de NADH-oxidase e utiliza oxigénio para a
regeneracao do NAD™* a partir de NADH. Isto permite que o organismo redirecione a
conversao de acetilfosfato a partir de etanol para acido acético, onde um mol adicional
de ATP é obtido para cada mol de glicose metabolizada. Esta energia liberada permite,
por exemplo, que essa linhagem possa produzir os metabdlitos desejaveis para a
industria alimenticia.

Dols et al. (1997) estudaram o crescimento de Leuconostoc mesenteroides
NRRL B-1299 durante o metabolismo de varios acucares para producdo de
dextranase (FIGURA 7) e relataram diferenca no comportamento microbiano
dependendo da fonte de carbono adicionada e da aeracdo a qual ao sistema foi
submetido. Por exemplo, em meio contendo glucose ha maior incremento de
biomassa em anaerobiose. Em contrapartida, para a frutose, metabolizada pela rota
da fosfoquetolase, a taxa de crescimento é similar quando em condi¢des aerobicas.
De maneira geral, observou-se que maiores condi¢cdes de aeracdo para o meio de
cultivo favorecem a producdo de ATP, que pode ser utilizada na producéo de

metabdlitos.
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FIGURA 7 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ROTA METABOLICA DE LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES DURANTE METABOLISMO DE VARIOS AGUCARES. G1P, GLUCOSE-1-
FOSFATO; G6P, GLUCOSE-6-FOSFATO; F6P, FRUTOSE-6-FOSFATO; GAP, GLICERALDEIDO-3-
FOSFATO; ACETIL-P, ACETILFOSFATO; ACETIL-COA, ACETIL COENZIMA A; 1, SUCROSE
FOSFORILASE; 2, DEXTRANA-SACARASE; 3, FOSFOGLUCOMUTASE (PGM); 4,
GLUCOQUINASE; 5, FRUTOQUINASE; 6, MANITOL DESIDROGENASE; 7, PIRUVATO
DESIDROGENASE. FONTE: DOLS et al. (1997).

Ainda sobre as condi¢cdes de aeragdao e anaerobiose, Plihon, Taillandier e
Strehaiano (1995) estudaram o crescimento de Leuconostoc mesenteroides sob
aeracdo nas condicdes de oxigénio puro e ar comum, assim como em anaerobiose
utilizando gas nitrogénio no meio de cultivo em caldo MRS. Foi observado crescimento
em todos os ensaios aplicados, porém com maiores taxas de producéo de biomassa
para o sistema aerdbio, especialmente com oxigénio puro, com geracdo de 11 g
(massa seca) por mol de oxigénio consumido. Os estudos comprovaram que a
linhagem estudada tem seu crescimento diretamente proporcional a oxigenacédo do
meio de cultivo.

Este fato leva a crer que para a producao de enzimas, especialmente da a-Gal,
0 microrganismo pode ser cultivado em aerobiose para altas producfes de biomassa

e, consequentemente, da enzima.
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2.7 BIORREATORES PARA PRODUGCAO ENZIMATICA

Os biorreatores sao equipamentos que permitem as reacdes catalisadas por
células bacterianas, animais ou vegetais, ou também enzimas. Permitem producao
em maior escala das condicdes de fermentacdo obtidas em laboratério, devendo
sempre ser levados em consideracdo os parametros de aeracgdo, agitacdo, pH e
controle de temperatura (SCHMIDELL et al., 2001; VENTURELLI (2013).

Para a producao enzimatica industrial, geralmente € aplicado biorreator do tipo
tanque agitado, tanto para linhagens bacterianas, como Bacillus sp., como para
fungicas do tipo Aspergillus sp., Trichoderma sp. e Humicola sp. Isto porque este
sistema permite boas condicdes de escalonamento (50 a 250 m?), boas condicdes de
assepsia e também bom controle de aerobiose, temperatura, pH, aeracdo e
homogeneizacdo do meio de fermentacdo, especialmente para transferéncia de
oxigénio (BEDFORD e PARTRIDGE, 2010).

Este biorreator possui entradas de indculo, adicdo de nutrientes e ainda
vélvulas de amostragem e adicdo de acidos ou bases, assim como circulagéo de dgua

de resfriamento e sistema de aeracdo, como pode ser observado na FIGURA 8.
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FIGURA 8 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE BIORREATOR INDUSTRIAL DO TIPO
TANQUE AGITADO PARA PRODUCAO DE ENZIMAS.
FONTE: ADAPTADO DE BEDFORD e PARTRIDGE (2010).
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A producdo enzimatica utilizando biorreator do tipo tanque agitado ja foi
descrita, por exemplo, por Sanada et al. (2009) para obter a-galactosidase a partir da
linhagem Lactobacillus agillis LPB 56, em que se aplicou 150 rpm de agitacdo para
biorreator em escala laboratorial, com 14 L de capacidade volumétrica. A atividade
enzimatica obtida para este caso foi de 11,07 U/mL, com produtividade de 0,077
U/mL.h.

2.8 EXTRACAO, PURIFICACAO E CONCENTRACAO DE a-GAL

A extracdo de a-Gal (FIGURA 9) geralmente tem inicio com a centrifugacao do
meio fermentado, na qual o sobrenadante € separado das células microbianas. Caso
a enzima seja extracelular, o sobrenadante segue para dosagem enzimatica e para
etapas de purificagdo e concentracdo. Caso a enzima seja intracelular, h&
necessidade de realizar rompimento das células a partir de métodos quimicos, fisicos

ou enzimaticos, que serdo citados na sequéncia do presente trabalho.

Meio de cultivo

Centrifugacao
Biomassa Enzima extracelular
Enzima intracelular: T
i Dosagem enzimatica
rompimento
Centrifugacao » Enzima intracelular liberada
Precipitagé@o de debris Dosagem enzimatica
celulares e acidos nucleicos

FIGURA 9 - ETAPAS DA PRODUCAO E EXTRACAO DE ENZIMA o-GAL.

2.8.1 Métodos de rompimento celular

Os métodos de rompimento celular sdo aplicados quando o componente de

interesse se encontra no meio intracelular ou na parede celular. Deste modo, é
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necessario aplicar um procedimento no qual o composto seja liberado ao meio, para
depois ser recuperado e purificado. Na FIGURA 10, ha a subdivisdo dos métodos de
rompimento celular, sendo incialmente divididos em dois grupos maiores: mecanicos

€ Nado mecanicos.

| Métodos de rompimento |

W Néao-mecanico
Cisalhamento Fisico | Quimico Enzimatico

Fragmentacao

Moinho de X-press | Ultrassom | Homogeneizador Termolise Antibioticos Enzimas liticas
bolas Hughes press de alta pressdo Descompressio Agentes quelantes Autolise
Microfluidizador Choque osmético || Solventes e detergentes
French press

FIGURA 10 - METODOS DE ROMPIMENTO CELULAR MICROBIANO.
FONTE: ADAPTADO DE GECIOVA et al. (2002).

De acordo com a figura acima citada, do grupo de rompimento mecanico,
podem ser aplicados tratamentos como o Bead Mil (moinho de bolas), ultrassom,
homogeneizador de alta presséo, microfluidizador ou French Press.

O rompimento ndo mecanico pode ocorrer devido a meios fisicos, quimicos ou
enzimaticos. Do modo fisico, podem ser citados a termdlise, descompressao e choque
osmoético. Quimicamente, para romper as células, podem ser utilizados antibiéticos,
agentes quelantes, solventes, detergentes, dentre outros. No caso da lise por
enzimas, podem ser aplicadas enzimas liticas ou também realizar uma autdlise
(GECIOVA et al., 2002).

Bury, Jelen e Kalab (2001) apresentaram a comparacdo entre Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus 11842 antes do rompimento celular e apds 0s processos

de sonicacgdo, moinho de bolas e homogeneizador de alta presséo (FIGURA 11).
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FIGURA 11 - (A) CELULAS DE L. DELBRUECKIl SSP. BULGARICUS 11842 ANTES DO
ROMPIMENTO. (B) CELULAS APOS SONICACAO POR 6 MIN. (C) CELULAS DEPOIS DO
PROCESSO DE MOINHO DE BOLAS POR 6 MIN. (D) APOS PASSAGEM EM HOMOGENEIZADOR
DE ALTA PRESSAO A 200 MPA, BAR 2 uM (BURY et al., 2001).

Também foram elencados o0s principais estudos de rompimento celular
utiizando homogeneizador de alta pressdo e sonicagdao (TABELA 7). Do
homogeneizador de alta pressdo, as condigbes de operacdo variaram de 50 a 150
MPa, geralmente com dois ciclos de passagem do meio fermentado pelo

equipamento.



50

TABELA 7 - ROMPIMENTO CELULAR — CONDIGCOES PARA HOMOGENEIZADOR DE ALTA

PRESSAO.

Condicdes de

Microrganismo Equipamento ~ Referéncia
operacao
nm-GEN 7400 series system by
Stansted Power Fluids (Stansted, Valvula de pistdo .
. UK); NanoDeBee 45 by Bee conico (no DONSI et al.
E. coli (ATCC 26) International (South Easton, MA equipamento SFP) e (2013)
02375, USA). Os dois orificio de 130 um (no
equipamentos foram equipados equipamento NDB)
com intensificador de alta-presséo.
Lactobacillus Homogeneizador de alta-presséo "1J5na (f\'/fé%dgfg’ ii?:?otsa I(;:_\::C(IZ%E;;
arizonensis 143, 21 PANDA (Niro Soavi, Parma, Italy) 250 e 100MPa
Lactobacillus casei 28, Homogeneizador de alta-presséo li’é% (I:\'/Icg,zdgjg’ ii(():(l)oz I(;:_\::C(IZ%E;;
80, PANDA (Niro Soavi, Parma, Italy) 250 e 100MPa
Lactobacillus Mini-Lab Rannie high-pressure 135 Mpa. Suspenséo
- . . . . . BURYetal
delbrueckii ssp. homogenizer ZAPV, Wilmington, celular refrigerada a (2001)
Bulgaricus 11842 MA, USA. 8+2°C
nm-GEN 7400 series system by
Stansted Power Fluids (Stansted, Valvula de pistédo
Lactobacillus UK); NanoDeBee 45 by Bee cbnico (no DONSI et al
delbrueckii sp. Lactis  International (South Easton, MA equipamento SFP) e (2013) '
(ATCC 4797) 02375, USA). Os dois orificio de 130 um (no
equipamentos foram equipados equipamento NDB)
com intensificador de alta-presséo.
. icl 1
. Homogeneizador de alta-presséo Um ciclo de 50, .00 © LANCIOTTI
Lactobacillus pentosus PANDA (Niro Soavi, Parma, Italy) 150 MPa, ou 2 ciclos et al. (2007)
83,57, 37 ! 1Y) 450 e 100MPa '
. icl 1
Lactobacillus Homogeneizador de alta-presséo liJSrg CI\I/ICPZdiE% ci?:?oz LANCIOTTI
plantarum 75, 42, 8, PANDA (Niro Soavi, Parma, Italy) ’ et al. (2007)
186, 147, 63, 58. a50 e 100MPa
Homogeneizador GEN 7400 series Valvula de pistao
Saccharomyces system by Stansted Power Fluids cbnico (no DONSI et al
cerevisiae (ATCC (Stansted, UK) e homogeneizador equipamento SFP) e (2013) '
16664) NanoDeBee 45 (Bee International, orificio de 130 um (no

South Easton, MA 02375, USA).

equipamento NDB)

Para a sonicacdo (TABELA 8), os pulsos variaram de 15s a 1 min, com

frequéncia de 20 a 75 W, dependendo do aparelho utilizado e da linhagem microbiana.
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Microrganismo Equipamento Condig6es de operacéo Referéncia
Esporos previamente tratados
com solucdo tampao e tripsina ESCOBAR-
C. difficile 630 Microson Ultrasonic Cell ~ foram sonicados com 30 e 50 CORTES
Desruptor XL (Misinox)  pulsos de 15 s separados por 3 et al.
min de resfriamento em agua (2013)
gelada. Poténcia usada: 20 W.
Esporos ressuspendidos com
Microson Ultrasonic Cell 50 mM de Tris-HCI e 0,5 mM PAREDES-
C. difficile 630 Desruptor XL (Misinox) tampdo EDTA (pH 7,5); SABJAe
em poténcia maxima (20 sonicacdo por 10 pulsos de 1  SARKER
Watts) min, com resfriamento em gelo. (2012)
20 W de poténcia.
A ponta da sonda foi colocada
E. coli (ATCC 25922, no centro de um recipiente
Culti-Loops Oxoid); cilindrico de 200 mL, contendo
P : Brason 250 Digital 100 mL da  suspensédo FOL':‘DIORI
E. faecalis (ATCC Ultrasonifier (20 kHz) microbiana. Eletrodo submerso ;087'
29212, Culti-Loops a 2 cm de profundidade. ( )
Oxoid). Resfriamento em banho de
gelo.
Bactérias lacticas foram
ressuspendidas em 50 mL de
Lactobacillus Br.aun—Sonic 2009 Ifei'fe. pasteurizado~ com 2% de KREFT e
N sonicator (Ultrasonic lipidios ou tampdo de acordo
delbrueckii ssp. Power Corp. Freeport com o delineamento. Sonicagéo JELEN
bulgaricus 11842 : ' ' (2000)

Ill., U.S.A.)

ocorreu a 4 min em banho de
gelo. Equipamento operado a
75 Watts.

Para o rompimento de células, pode-se observar que ndo ha melhor condicao

definida para cada microrganismo, sendo necessarios testes confirmatorios para cada

cepa bacteriana. Isto porque cada linhagem possui comportamento diferente quanto

a liberagéo do conteudo intracelular para o meio externo.
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2.8.2 Etapas de purificacao e concentragéao de a-Gal
Para a extracao e purificacdo de a-Gal podem ser utilizadas diversas técnicas,
com diferentes valores de recuperacdo enzimatica, conforme apresentado na TABELA

9.

TABELA 9 - ESTRATEGIAS EMPREGADAS PARA PURIFICACAO DE a-Gal.

Fonte

Estratégia de purificacéo

Purificacdo/Recuperacédo Referéncias

Aspergillus niger

Precipitacdo com sulfato de
amadnio.

Fast Desalting Column
(Pharmacia).
Coluna de troca ibnica de 1
mL Resource™ Q
(Pharmacia).
Coluna de filtracdo em gel
pré-empacotada com

Precipitacdo com sulfato de
amonio: 2,9

Coluna de troca idnica
(trocador anibnico) a-gal 1:

12 e a-gal 2:14 ADEMARK et al.,

ATCC 46890 Superdex 200 pg Coluna de filtracdo em gel (2001)
(Pharmacia). a-gal 1: 110 e a-gal 2: 22
Coluna dessalinizadora
Fast Desalting Column. Coluna de troca ibnica
Coluna de troca ibnica (trocador catiénico) a-gal 1:
MonoS1ml (Pharmacia). 300 e a-gal 2:61
FPLC (Pharmacia).
Ultrafiltragdo Amicon, com
peso molecular de corte
(cut-off) de 10 kDa.
Streptomyces Co_Iuna crpmgtogr:é}fic_:a de
griseoloalbus interacéo hidrofébica 137 ANISHA et al.
MTCC 7447 Phenyl Sepharose CL 4B (2008)

(10 cm x 2.8 cm).
Coluna Sephadex G-100
(30cm x 3 cm)

Sementes de
Phaseolus
coccineus

Coluna de troca ibnica em
DEAE-celulose e em CM-
celulose, Q-Sepharose e
SP-Sepharose.
Coluna de filtracdo em gel
em Superdex G-75 HR
10/30.

DEAE-celulose: 54.1
CM-celulose: 85.5
Q-Sepharose: 154.7
SP-Sepharose: 375
Superdex G-75: 479

DU et al., (2013)

Gréos de soja
germinados

Aqueous Two-Phase
System (ATPS) com PEG
1500
Dialise overnight
CM-Sepharose Fast Flow
column (3x13 cm).
Coluna concanavalina-A
Sepharose (2x15,5 cm)

ATPS: 12.7 (69,9%)
Dialise: 13,9 (45,8%)
CM-Sepharose: preparacéo
1128 (7,3%).
Preparacéo 2: 352 (15,3%).
Con-A, preparacao 1: 545
(1,2%)

Con-A, preparacgao 1. 2404
(2,0%)

GUIMARAES et
al. (2001)
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No caso de Ademark et al., (2001), por exemplo, partiram da cultura fermentada
de Aspergillus niger ATCC 46890 e fizeram precipitacdo de a-Gal com sulfato de
amonio, resultando em concentracdo de 2,9 vezes. Foram obtidas duas fracbes
enzimaticas, a-gal 1 e a-gal 2, que seguiram para coluna de troca ibnica, onde foram
purificadas 12 e 14 vezes, respectivamente. Na coluna de filtracdo em gel, a a-gal 1
foi purificada 110 vezes e a-gal 2 22 vezes. Para coluna de troca i0nica, a
concentracéao foi de 300 vezes para a-gal 1 e 61 vezes para a-gal 2.

Anisha et al. (2009), por sua vez, trabalharam com a-Gal produzida por
Streptomyces griseoloalbus MTCC 7447, purificando-a por membrana de ultrafiltracdo
Amicon, com massa molecular de corte (cut-off) de 10 kDa. Em seguida, foi utilizada
coluna cromatografica de interacéo hidrofébica Phenyl Sepharose CL 4B (10 cm x 2.8
cm) e coluna Sephadex G-100 (30 cm x 3 cm). Estas etapas conferiram a a-Gal uma
purificagéo de 13,7 vezes.

Para a a-Gal extraida de sementes de P. coccineus, Du et al. (2013) purificaram
e concentraram a enzima em coluna de troca i6bnica em DEAE-celulose e em CM-
celulose, Q-Sepharose e SP-Sepharose, obtendo enzima 479 vezes mais
concentrada.

Guimaraes et al. (2001) purificaram a enzima de gréos de soja germinados,
utilizando separacdo em ATPS (Aqueous Two-Phase System) (com aplicacdo de
polietilenoglicol (PEG 1500), seguida de dialise overnight e, depois, carregada em CM-
Sepharose Fast Flow column (3x13 cm). A fracéo resultante da enzima foi destinada
a uma coluna concanavalina-A Sepharose (2x15,5 cm), sendo que as proteinas foram
recuperadas e equilibradas em tampao contendo 0,1 M de metil a-D-manosideo. Apés
a segunda preparacdo de concanavalina-A Sepharose, a concentracao foi de 2404

vezes.
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2.8.3 Membranas de filtracao

As membranas sdo compostos poliméricos, geralmente sintéticos, usados para
processos de recuperacao e purificacdo de produtos devido as suas caracteristicas
de porosidade, que permitem selecionar as moléculas a serem retidas ou permeadas
em funcao do tamanho dos poros (GASTONI e FILHO, 2005).

O processo de separacdo por membranas é indicado especialmente para
compostos sensiveis a temperatura, auxiliando a manter as condi¢cfes requisitados ao
produto. Este procedimento € inclusive aplicado na industria de alimentos para
fabricacao de sucos, que possuem componentes sensiveis ao aquecimento (MATTA,
CABRAL e SILVA, 2004).

Para aplicacdo da membrana, esta deve satisfazer aos requisitos mecanico, de
economia de processo e hidrodinamica da solucao. O requisito mecéanico diz respeito
ao procedimento fisico da passagem e retencdo dos componentes aplicados ao
sistema. A economia esta relacionada a maximizacao da eficacia e eficiéncia do
processo de separacao, boa resisténcia e vida-utii da membrana ao processo e
também facilidade de limpeza e manutencdo. A hidrodinamica, por sua vez, deve
priorizar a eficiéncia da transferéncia de massa pelo sistema, evitando principalmente
o fendbmeno de fouling (ZEMAN e ZYDNEY, 1996). O fouling é provocado pelo
acumulo de particulas na superficie da membrana, devido a precipitacdo ou
cristalizacdo dos solutos na superficie da membrana, o que pode levar ao
blogueamento dos poros e consequente decréscimo do fluxo de filtracdo (VEIGA e
VIOTTO, 2001).

Outro fenbmeno responsavel pelo declinio do fluxo de permeado é a
polarizagdo por concentracdo, em que concentracdo de macromoléculas proxima a
superficie da camada da membrana pode levar ao estabelecimento de um gradiente
de concentracdo. Este gradiente se estabelece entre a superficie da membrana e
solucdo que esta passando pelo processo, no qual moléculas de soluto se difundem
no sentido contrario ao do solvente que permeia a membrana, diminuindo a eficiéncia
da filtracdo (CARMINATTI, 2001).

Dentre os processos de separacdo por membranas, a microfiltracdo, a
ultrafiltracdo e a nanofiltracado sao os procedimentos que mais se aproxima da filtracao
classica (MAGALHAES et al., 2005).
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A diferenga entre os processos de separacdo com membranas esta baseada
na massa molecular de corte, ou seja, no tamanho das moléculas a serem separadas.
De maneira geral, a microfiltracdo é aplicada como etapa clarificadora, visando a
remocao das particulas em suspenséo e células em processos fermentativos. Ja a
ultrafiltracdo é eficaz para a concentragdo/fracionamento de macromoléculas ou
quando o permeado desejado deve ser cristalino e livre de particulas em suspenséo
(CARMINATTI, 2001).

Das membranas de microfiltracdo para a nanofiltracdo, ha diferencas no
tamanho dos poros, 0 que causa também certa resisténcia a transferéncia de massa
oferecida pela membrana, aumentando a diferenca de pressdo necessaria a
permeacéo. Tal fenébmeno pode ser observado na FIGURA 12 (MAGALHAES et al.,

2005).

Pressho Dismetro do poro
{KPa) (mictometrod

Osmose Reversa 1500 a 15000 » < 0,001
“
Nanofiltragdo 500 a 3500 » Ay < 0,001
- -«
Ultrafiltragdo 100 a 1000 » ' , 0,001 20,1
“ - -«
Microfitragao <200 =2 ‘ | 01a5
" Mu‘ « v - -
» Sals dissolvidos
* Lactose —
HNimentagdo » Membrana | L= > Concentrado
» Proteinas — v

-—) Bactérias ¢ gorduras \ Permeado

FIGURA 12 — CARACTERISTICAS DOS PROCESSOS DE SEPARAGAO POR MEMBRANAS.
FONTE: WATER et al., (2008).

No processo de microfiltracdo séo retidos microrganismos e particulas

suspensas em uma pressao de operagao inferior a 200 kPa. Para a ultrafiltracdo, que
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retém macromoléculas, a presséo pode variar de 100 a 1.000 kPa, enquanto que a de
nanofiltracdo chega a 500 a 3.500 para reter agucares e sais. Para a osmose reversa,
gue permite somente a passagem de agua pela membrana, esta apresenta a maior
pressao de operacdo, chegando até 15.000 kPa (STARBARD, 2009; WATER et al.,
2008).

A pressao aplicada é proporcional ao fluxo de permeado, sendo que a cada
processo ha uma forma motriz de separacdo. Para osmose reversa, ultrafiltracédo e
microfiltracdo, a forca motriz € a diferenca de pressao aplicada a membrana. Para
pervaporacgdo € utilizada a diferenga de concentracdo aliada ao uso de vacuo. Em
sistema de dialise h& a diferenca de concentracéo e, na eletrodidlise, a diferenca de
potencial elétrico (CARMINATTI, 2001; MAGALHAES et al., 2005).

Além da pressédo, outro fator a ser levado em consideracdo é composicao
polimérica da membrana de acordo com a sua aplicacao, levando em consideragéo o
fluido que esta sendo filtrado. Geralmente séo utilizadas membranas de polisulfona,
poli(éter-sulfona), poli(éter-imida), poliacrilonitrila ou também por derivados da
celulose (RODRIGUES et al., 2003).

A filtracdo aplicada nas membranas pode ser do tipo tangencial ou
convencional (estatica), conforme demonstrado na FIGURA 13. Na filtracdo
tangencial, o fluido escoa de maneira paralela a membrana, com permeado
atravessando-a de maneira transversal. Desta maneira, ocorre um arraste continuo
das moléculas, diminuindo o risco de entupimento dos poros, como ha no caso da
filtracdo convencional, cujo fluxo de alimentacdo e permeado ocorrem no mesmo
sentido. Isto promove maior depoésitos de particulas sobre a membrana (KASTER,
2009).

Corrente de alimentagao

Corrente ® Retentado :

de alimentagio Qo - e . ®
. .
. . o @, ..
o . ..
. ' ) °
Permeado Permeado
Filtragdo tangencial Filtracdo estatica

FIGURA 13 — FILTRACAO TANGENCIAL E FILTRACAO CONVENCIONAL (PERPENDICULAR E
ESTATICA). FONTE: KASTER (2009).
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Em relagdo a configuragdo dos médulos da membrana, os mais utilizados sé&o
do tipo quadro-e-placa, tubular, espiraladas e de fibra oca (POLETTO, 2010). De
maneira geral, o sistema quadro-e-placa apresenta facilidade de limpeza, risco
moderado de entupimento e custo moderado para funcionamento. As membranas
tubulares permitem grande facilidade de limpeza, com baixo risco de entupimento dos
poros, porém com maior custo de funcionamento. Pelo escoamento ser menor que o
sistema anterior, sGo0 comumente usadas para processos de osmose inversa,
permeacado de gases e pervaporacao. As espiraladas e as de fibra oca tém alto risco
de entupimento e baixo custo de energia, porém ndo apresentam facilidade de limpeza
(ZEMAN e ZYDNEY, 1996).

Sobre o fluxo de fluido nas membranas quadro e placas (FIGURA 14) a
alimentacéo ocorre simultaneamente em todas as placas, dispostas paralelamente e
separadas por espacadores e suportes, que conferem resisténcia ao sistema. O retido
é recuperado pelo duto central (HABERT, BORGES e NOBREGA, 2006).

concentrado
alimentaciio

slimentagiio

P permeado

membrana

I

concentrado

d permeado
espacador

FIGURA 14 —- MEMBRANAS COM CONFIGURACAO QUADRO E PLACAS.
FONTE: HABERT, BORGES e NOBREGA (2006).

Com os fatores apresentados neste tdpico, pode-se dizer que para
procedimentos de filtragdo em membranas devem ser levados em consideracdo as
caracteristicas do fluido a ser filtrado e também do sistema de membrana a ser
utilizado. O estudo preliminar das condicbes a serem aplicadas sao capazes de

garantir qualidade de processo e a vida util das membranas.
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2.9 ELETROFORESE SDS-PAGE

A eletroforese € um método de separacdo baseado em um potencial elétrico
aplicado ao sistema, havendo a migracao de uma particula carregada. Tal particula
pode ser acido nucleico, aminoacido, nucleotideo, peptideo, proteina ou outra
molécula de grupo funcional ionizdvel. Deste modo, quando aplicado um campo
elétrico, essas particulas carregadas irdo migrar para o catodo ou anodo, dependendo
de sua carga liquida (WILSON e WALKER, 2010).

Esta técnica foi aplicada pela primeira vez por Arne Tiselius, em 1937, que
decompds o0 soro sanguineo em cinco fragcbes de proteinas. Atualmente, a
eletroforese utiliza gel de poliacrilamida, sendo que a velocidade de separacéo
depende do tamanho e carga das moléculas, campo elétrico aplicado e da viscosidade
do gel (PAES e CRISTINA, 2005).

Ja Laemmli (1970) utilizou a técnica com modificacBes, sendo sua versao a
mais utilizada como protocolo para estudos eletroforéticos de proteinas.

De acordo com Wilson e Walker (2010), a eletroforese SDS-PAGE (Sodium
Dodecyl Sulphate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis) tem inicio pela polimerizacéo
da acrilamida pela adigdo de TEMED (N,N,N’,N’-tetramethylenediamine), sendo que
o gel pode ser preparado com concentracdo de 3 a 30% de acrilamida, dependendo
da porosidade desejada. Por exemplo, uma concentracdo de acrilamida de 5%
consegue reter melhor moléculas de 60 a 350 kDa. A de 10% abrange de 15 a 200
kDa e a de 15% atinge uma faixa de 10 a 100 kDa.

Apos aplicacdo das amostras e do procedimento eletroforético, o gel € imerso
em corante para detectar proteinas em um gel. Mais comumente aplica-se o
Coomassie Brilliant Blue R-250 (CBB), feita com uma solugéo a 0,1% de CBB em
metanol:agua:acido acético glacial (45:45:10). A mistura acido-metanol serve como
um agente desnaturante que precipita e fixa as proteinas no gel, evitando que sejam
perdidas no processo de lavagem. A coloracdo por CBB requer em torno de 0,1 ug
(100 ng) de proteina (WILSON e WALKER, 2010).



3. MATERIAL E METODOS

No fluxograma da FIGURA 15 é possivel observar as etapas desenvolvidas do
presente trabalho, o qual dividiu-se em duas etapas: a producdo de a-Gal por
linhagem de Lactobacillus agilis LPB 56 (producao intracelular) a partir de vinhaca de

soja e a selecéo de novas linhagens e producéo da enzima pela linhagem selecionada

de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 (producao extracelular).

| Producdo de a-Gal por bactérias |

Lactobacillus agilis LFB 56

Y

Estudo da produgio de indculo em
caldo MRS e em vinhaga de soja

h 4

Otimizagdo da composigdo quimica
do meio & base de vinhaca de soja
para a produgdo de a-Gal em
fermentagdo submersa

h 4

Estudos de rompimento celular por
choque térmico e sonicagéo para
fermentacdo em vinhaga de soja

h 4

Produgdo de a-Gal em meio sintético
suplementado com carboidratos
indutores

FIGURA 15 — ETAPAS DA PRODUGAO DE a-GAL POR LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 E POR
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3.1 CEPAS BACTERIANAS EMPREGADAS PARA A PRODUCAO DE a-GAL

3.1.1 Origem das cepas

As cepas utilizadas para o estudo da producao de a-Gal utilizando vinhaca de
soja como residuo industrial foram Lactobacillus agilis LPB 56 e Leuconostoc
mesenteroides INRA 23, disponiveis no banco de linhagens do Laboratério de

Processos Biotecnolégicos (LPB) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.1.2 Ativacao das linhagens bacterianas

A ativacdo das linhagens Lactobacillus agilis LPB 56 e Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 foi realizada a partir de amostra conservada por
congelamento a -80° C em microtubos de 2 mL de capacidade. Tubos de ensaio
contendo meio MRS (Man, Rogosa & Sharpe — Lactobacillus MRS Broth, HIMEDIA®,
Biosystems) enriquecido com 0,3% (m/v) de extrato de levedura (Extrato de levedura
em pd, MicroMed® — ISOFAR, Brasil) foram previamente esterilizados, conforme
descrito por Sanada et al. (2009).

Para a ativacdo da cepa a partir dos tubos de estocagem, as bactérias foram
semeadas em tubos de ensaio contendo caldo MRS, obedecendo a taxa de
inoculacao de 10% (v/v). Os tubos contendo L. agilis foram incubados a 37°C e os
contendo L. mesenteroides a 30°C durante 24 horas, de acordo com a temperatura

Otima descrita pela ATCC - American Type Culture Collection (2012)

3.1.3 Conservacgao das linhagens bacterianas

A partir da segunda ativacédo, em fluxo laminar, os tubos contendo as cepas
bacterianas em caldo MRS receberam solucdo de glicerol 20% (m/v) em &agua
deionizada, previamente esterilizado, de modo que a proporcéo entre o caldo e a
solugéo de glicerol fosse de 1:1. Deste modo, a concentracao final de glicerol foi de
10% (m/v). Em fluxo laminar, aliquotas de 1,5 mL foram acondicionadas em

microtubos, os quais foram destinados a armazenamento em freezer -80 °C.
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3.2 VINHACA DE SOJA

A vinhaca de soja utilizada nos experimentos para a producao da enzima a-Gal
foi disponibilizada pela empresa IMCOPA - Importacdo, Exportacdo e Industria de
Oleos Ltda., localizada no municipio de Araucaria — PR, tendo o teor de solidos
solaveis igual a 8° Brix.

A vinhaca recebida foi armazenada em recipientes plasticos sob congelamento

a -18°C até o momento de sua utilizacao.

3.3 ESTUDO DA PRODUGCAO DE a-GAL POR LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56
POR FERMENTACAO SUBMERSA

3.3.1 Estudos para a producéo de in6culo de Lactobacillus agilis LPB 56 em caldo
MRS

O primeiro teste foi realizado em tubos de ensaio incubados em estufa a 37°C
e em frascos de Erlenmeyer com capacidade de 125 mL, de acordo com a temperatura
Otima para Lactobacillus agilis, descrita pela ATCC - American Type Culture Collection
(2012).

Inicialmente, Lactobacillus agilis LPB 56, o qual foi armazenado com glicerol
20% (na proporcgéo de caldo de cultivo/glicerol 1:1) foi ativado em tubos contendo 5
mL de caldo MRS (Man, Rogosa & Sharpe — Lactobacillus MRS Broth, HIMEDIA®,
Biosystems) enriquecido com 0,3% de extrato de levedura (Extrato de levedura em
p6, MicroMed® — ISOFAR, Brasil), conforme descrito previamente no item 3.1.2. Na
sequéncia uma segunda ativacdo seguiu a mesma metodologia.

A producédo de biomassa foi realizada de maneira aerdbica e anaerodbica, de
forma a testar qual seria mais adequado para o seu cultivo. O cultivo em sistema
aeroébio foi conduzido em shaker a 120 rpm e 37°C (Incubadora TE-420, TECNAL®,
Brasil), em frascos Erlenmeyers com capacidade para 125 mL, onde 5 mL de meio de
ativacdo MRS enriquecido com 0,3% de extrato de levedura foi inoculado a uma taxa
de 10% (v/v), a fim de obter meio final de cultivo com 50 mL. O cultivo em sistema
anaerobio foi realizado em tubos de ensaio contendo meio MRS acondicionados em
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jarra contendo sachés (GasPak Anaerobe Container System, BD®) em estufa
bacteriol6gica a 37°C (Estufa de cultura Orion 502, FANEM®, Brasil).
Os testes ocorreram em duplicata, com tempo total de producdo de biomassa

até 36h. Foram realizadas analises de biomassa em massa seca (g/L) e de pH.

3.3.2 Estudos para a produc¢do de indculo de Lactobacillus agilis LPB 56 em vinhaca

de soja

A fim de acompanhar a evolucdo de biomassa de Lactobacillus agilis LPB 56,
foram realizados testes de maneira aerdbica e anaerdbica em vinhaca de soja. Para
a condicao de aerobiose, frascos de Erlenmeyer com capacidade de 125 mL contendo
27 mL de vinhaca de soja foram adicionados de 3 mL de pré-indculo (10% v/v de
aliguota proveniente da segunda ativacdo em caldo MRS) e cultivados em incubadora
do tipo shaker 120 rpm e 37°C (Incubadora TE-420, TECNALZ®, Brasil).

Para o cultivo em anaerobiose, foram realizados em tubos de ensaio estéreis
contendo 9 mL de vinhaca de soja. Estes foram inoculados com 1 mL de cultivo celular
da segunda ativacéo e foram inseridos em jarras contendo sachés (GasPak Anaerobe
Container System, BD®). Este conjunto foi levado a estufa a 37°C (Estufa de cultura
Orion 502, FANEM®, Brasil).

Os testes ocorreram em duplicata, com tempo total de evolu¢cdo de biomassa
acompanhada até 36h. Foram realizadas analises de biomassa em massa seca (g/L)
e de pH.

3.3.3 Estudo para a otimizacdo da composi¢ao quimica do meio a base de vinhaca de

soja para a producgéo de a-Gal por Lactobacillus agilis LPB 56

Com a finalidade de verificar a melhor composi¢céo quimica do meio a base de
vinhaca de soja para a producéo de a-Gal a partir de Lactobacillus LPB 56, foi aplicado
Planejamento Experimental através do programa STATISTICA 7® - Versdo Trial
(StatSoft, Inc.), do tipo Fatorial Fracionado 23, contendo 3 variaveis (° Brix, CaCOs
(%) e extrato de levedura (%)) e adicionado de 4 pontos centrais. Os 12 experimentos

seguiram conforme a TABELA 10.
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TABELA 10 - PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 231 PARA OTIMIZAGAO DA
COMPOSICAO QUIMICA DO MEIO A BASE DE VINHACA DE SOJA.

Ensaios ° Brix CaCOs3 (%) Ext. Levedura (%)
1 8,0 0,0 0,0
2 35,0 0,0 0,0
3 8,0 2,0 0,0
4 35,0 2,0 0,0
5 8,0 0,0 1,0
6 35,0 0,0 1,0
7 8,0 2,0 1,0
8 35,0 2,0 1,0
9 21,5 1,0 0,5
10 21,5 1,0 0,5
11 21,5 1,0 0,5
12 21,5 1,0 0,5

O valor de 8° Brix indicado corresponde ao valor de sdlidos soltveis da vinhaca
de soja in natura, enquanto que 30° Brix (vinhaca de soja suplementada com melaco
de soja) foi descrito como melhor condicdo em estudos prévios de Sanada et al.,
(2009) para o mesmo microrganismo. Em relacdo a 21,5° Brix, é o valor gerado pelos
pontos centrais.

Para realizacéo dos testes, inicialmente a linhagem foi ativada duas vezes e
depois foi cultivada em frascos de Erlenmeyer contendo 50 mL totais de caldo MRS
enriquecido com 0,3% de extrato de levedura durante 24h em shaker a 120 rpm e
37°C (Incubadora TE-420, TECNALZ®, Brasil).

A fermentagdo ocorreu nos meios de cultivos dos ensaios indicados pelo
software, a 37°C/120 rpm e 24h de fermentacdo, em duplicata, com retiradas de
aliguotas submetidas a secagem em estufa a 45°C para determinacdo de biomassa
em g/L (microtubos previamente identificados, secos e pesados). Também foi
realizada a afericdo de pH.

A amostragem foi realizada no tempo de 24h, ou seja, durante a fase
exponencial do Lactobacillus agilis LPB 56.
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3.3.4 Rompimento celular de Lactobacillus agilis LPB 56 por congelamento e

sonicacgéao

Partindo da melhor condicdo encontrada no teste descrito no item anterior, foi
aplicado o rompimento celular por congelamento e por sonicagao para determinacéo
da atividade de a-Gal extracelular.

O congelamento baseou-se no fato de que os cristais de gelo formados em
congelamento lento sdo capazes de lisar as células devido a sua geometria, liberando
0s metabdlitos internos para o meio extracelular. Este fenémeno ja foi estudado para
a dosagem de enzimas intracelulares tanto para a obtencéo de fitase por Rhodotorula
gracilis (BINDU et al., 1998), quanto para enzimas de Lactococcus lactis (DOOLAN e
WILKINSON, 2009) e também para liberacdo de catalases produzidas por leveduras
(SEKHAR et al., 1999).

A sonicacgéo, por outro lado, causa rompimento por meio da cavitacdo que
também rompe a membrana celular permitindo a saida da enzima. No entanto, este
processo gera calor, o que pode desnaturar macromoléculas sensiveis a temperatura
(FOLADORI et al., 2007).

3.3.4.1 Rompimento celular por congelamento

No caso do estudo de rompimento celular por congelamento, as amostras
foram submetidas a congelamento lento a -18°C em freezer durante 4 horas, sendo
entdo descongeladas a temperatura ambiente por aproximadamente 1 hora.

ApOs o tratamento térmico, os debris celulares foram removidos por
centrifugacéo a 10.000 g durante 10 min. Apds centrifugacédo, os sobrenadantes foram
entdo analisados quanto a a atividade enzimatica.

As amostras controle, as quais ndo foram rompidas, e as congeladas e
descongeladas, foram submetidas a coloracdo de Gram, com posterior observacao

em microscopio com aumento de 1000x.
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3.3.4.2 Rompimento celular por sonicacao

O processo de sonicacéo foi realizado com base no descrito por Sanada (2009)
para a mesma linhagem bacteriana, Lactobacillus agilis LPB 56, com fermentacao
também em vinhaca de soja. O meio fermentado foi acondicionado em tubos Falcon
esterilizados com capacidade para 15,0 mL (Centrifuge Tubes K19-0015, KASVI®) e
submetidos ao rompimento no equipamento Desruptor de Células Ultra-Sénico
(Unique®, Brasil). O processo foi conduzido em 8 ciclos de 30 segundos, em duplicata,
com poténcia de 40% (200 W), em banho de gelo. Apds o procedimento, os debris
celulares foram removidos por centrifugacdo a 10.000 g durante 10 min. Os
sobrenadantes foram entéo analisados quanto a a atividade enzimatica.

As amostras controle, as quais nao foram sonicadas, e as que passaram por
dois, quatro, seis e oito ciclos de sonicagcdo foram submetidas a coloracdo de Gram,

com posterior observagcdo em microscopio com aumento de 1000x.

3.3.5 Estudo do efeito da combinacao de congelamento e sonicagdo para rompimento

celular de Lactobacillus agilis LPB 56

Ap6bs teste preliminar com rompimento via congelamento e sonicac¢do, decidiu-
se melhorar o processo de extracdo da enzima intracelular com a aplicacao dos dois
métodos. Para isto, foram realizados experimentos conforme as condicbes
apresentadas na TABELA 11. A atividade enzimatica de a-Gal foi determinada apos
o rompimento celular. Amostras de fermentacdes realizadas com os meios de vinhaca
pura e vinhaca ajustada (suplementada 0,5% (m/v) de extrato de levedura e

adicionada de melaco de soja até atingir 30° Brix) foram utilizadas neste estudo.

TABELA 11 — CONDICOES PARA TESTE COMBINADO ENTRE
CONGELAMENTO E SONICACAO.

Ensaio Condicdes
1 Sobrenadante
2 Congelado uma vez
3 Congelado duas vezes
4 Congelado uma vez e um ciclo de sonicacao
5 Congelado duas vezes e dois ciclos de sonicacao
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3.3.6 Producéo de a-Gal a partir de Lactobacillus agilis LPB 56 em meio sintético

suplementado com carboidratos indutores

A fim de se testar a producdo de a-Gal, partindo de um meio sintético
suplementado, foram realizadas duas ativacdes da linhagem Lactobacillus agilis LPB
56, conforme indicado na segao 3.1.2.

O in6culo foi preparado em caldo MRS adicionado de 0,3% de extrato de
levedura, enquanto que o meio de cultivo em duplicata consistiu de caldo MRS
adicionado dos seguintes carboidratos indutores a 1% (m/v): amido, dextrose, lactose,
maltose, melibiose e rafinose. Estes carboidratos foram relatados em estudos de
producdo enzimética de a-Gal por Yoon e Hwang (2008) para Lactobacillus
curvatus R08 e Leuconostoc mesenteroides JK55 e por Mudgettt e Mahoney (1985)
para Lactobacillus fermenti.

Foram realizadas as analises de crescimento de biomassa (g/L), pH e atividade
enzimatica nos tempos de Oh e 24h (fase logaritmica de producdo enziméatica),

estando os resultados expostos no item 4.2.5.

3.4 PRODUCAO DE a-GAL NOVAS LINHAGENS: LACTOBACILLUS CURVATUS
NRRL1 E LEUCONOSTOC MESENTEROIDES CEPA PADRAO INRA 23

A partir dos ensaios de fermentagéo utilizando a linhagem de Lactobacillus
agilis LPB 56 para producdo enzimatica, verificou-se baixa atividade de a-Gal quando
comparado aos valores citados em literatura. Deste modo, foram analisadas outras
linhagens produtoras ja citadas em revisao bibliografica e disponiveis no Laboratorio

de Processos Biotecnologicos (LPB) da Universidade Federal do Parana (UFPR).

3.4.1 Cultivo de iné6culo das linhagens de Lactobacillus curvatus NRRL 1 e

Leuconostoc mensenteroides INRA 23

Com base nos resultados obtidos de atividade enzimética de a-gal por
fermentacdo de vinhaca de soja por Lactobacillus agilis LPB 56, decidiu-se testar

outras cepas bacterianas para producdo enzimatica. Pela selecdo baseada em
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literatura internacional e disponiveis no LPB, as culturas-estoque de Lactobacillus
curvatus NRRL1 e também Leuconostoc mesenteroides INRA 23, (contendo caldo
fermentado e glicerol 20% (m/v) na proporcéao 1:1 e acondicionadas a -80°C) foram
reativadas em caldo MRS contendo 0,3% de extrato de levedura, na proporcéo de
inoculo de 10% (v/v). As ativacdes foram realizadas a 30°C e a 37°C em estufa

bacteriol6gica para verificar se haveria diferenca visual da producdo de biomassa.

3.4.2 Producdo a-Gal por Lactobacillus curvatus NRRL 1 e Leuconostoc

mensenteroides INRA 23

A produgdo a-Gal pelas linhagens Lactobacillus curvatus NRRL1 e
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 ocorreram a 30°C a 120 rpm em incubadora do
tipo shaker (Incubadora TE-420, TECNAL®, Brasil).

Foram testados dois tipos de meio de cultivo, em duplicata: um residuo
industrial (a vinhaca de soja) e um meio de cultivo sintético (caldo MRS). Do residuo,
foi utilizada a vinhaca de soja pura (fornecida pela empresa IMCOPA) e a vinhaca
ajustada com 30° Brix e 0,5% de extrato de levedura, conforme relatado por Sanada
et al. (2009). Para o meio sintético, aplicou-se caldo MRS adicionado de 1% (m/v) de
rafinose com base no descrito por Yoon e Hwang (2008).

A amostragem ocorreu no momento de indculo e ap6s 24 h de fermentacéo,
sendo realizadas as analises de pH e atividade enzimatica para o sobrenadante e para
células rompidas por congelamento (-18°C por quatro horas em freezer comercial e
descongelamento a temperatura ambiente).

Os resultados foram apresentados e discutidos no item 4.3 da dissertacéo.

3.4.3 Estudos para a producéo de inoculo de Leuconostoc mesenteroides INR 23 em
caldo MRS

O estudo da producéo de indculo de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 teve
por finalidade verificar qual a melhor condicdo em relagcéo aos fatores agitacao (0, 50
ou 120 rpm) e adicao ou ndo de extrato de levedura (fonte de nitrogénio).
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Inicialmente, foram realizadas duas ativagdes, conforme descrito no item 3.1.2.
O ind6culo foi adicionado na concentracao de 10% (v/v) em frascos Erlenmeyer de 125
mL, em duplicata, contendo 50 mL totais de meio de cultivo. Foram testadas duas
condicbes: caldo MRS e também caldo MRS enriquecido com 0,3% (m/v) de extrato
de levedura e analisadas 3 condi¢des de agitacdo, O rpm (cultivo estatico), 50 rpm e
120 rpm, a 30°C.

As amostragens ocorreram em 0Oh, 6h, 12h, 24h e 30h, sendo realizadas as

analises de biomassa em UFC/mL e acompanhamento de pH.

3.4.4 Producao a-Gal por Leuconostoc mensenteroides INRA 23 em vinhaga de soja

Os experimentos desta etapa foram realizados conforme apresentado na
FIGURA 16.

Cultura estoque ot %%lggrlfugfogap L Biomassa
(-80°C) (10. g por 10 min)
! Ressuspenséo
12 ativacéo
(30°C / 24n) Sobrenadante
l Rompimento celular
Y
22 ativacéo Dosagem
(30°C 1 24n) enzimatica ' 5 ,
Centrlfugagap —>| Debris celulares
extracelular (umL) (10.000 g por 10 min)
Inéculo L
(30°C / 24h; 120 rpm) Sobrenadante ‘
v A 4
Fermentagao em Dosagem
meio otimizado ~enzimatica
(30°C / 24h; 120 rpm) intracelular wimL)

FIGURA 16 - ESQUEMA DA PRODUCAO DE a-Gal POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA
23.

A linhagem Leuconostoc mesenteroides padrao INRA 23 foi ativada conforme
o descrito no item 3.1.2. As ativacOes e a producéo de indculo foram conduzidos em

caldo MRS adicionado de 0,3% (m/v) de extrato de levedura.
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Para a producéo da enzima a-Gal, o indculo foi adicionado a vinhaga de soja
pura, previamente esterilizada a 121°C/15 min, em propor¢do de 10% (v/v). Os
ensaios ocorreram a 120 rpm e 30°C em incubadora do tipo shaker (Incubadora TE-
420, TECNAL®, Brasil), com tempo total de 24 h.

Foram retiradas aliquotas, apds término da fermentacédo, e as amostras foram
acondicionadas em tubos Falcon com capacidade para 15 mL imediatamente apds o
término da fermentacdo. Foi realizado o rompimento celular, por sonicacdo e em
French Press, e posterior determinacédo da atividade enzimatica intracelular.

A sonicacdo em equipamento Desruptor de Células Ultra-Sonico (Unique®,
Brasil) foi conduzida em ciclos de 5 minutos, com poténcia de 40% (200 W) e em
banho de gelo. A amostragem ocorreu no tempo de 0, 5, 10 e 15 minutos, ja que em
condicbes mais brandas, como as aplicadas no item 3.3.4.2, ndo se observou
incremento de atividade enzimatica relacionada a fragéo intracelular.

O rompimento celular em French Press (French Press — Cell Disrupter, Thermo
Electron Corporation®) foi realizado com 4 diferentes pressdes, em 1, 2 ou 3 passes.
Cada presséo de operacédo do equipamento correspondeu a uma pressao aplicada na

célula bacteriana, conforme TABELA 12.

TABELA 12 - CONDICOES DE PRESSAO PARA ROMPIMENTO CELULAR EM FRENCH PRESS.

Pressédo de operacao (psi) Presséo na célula (psi)
430 8.000
580 11.500
800 16.000
1.000 20.000

Para a determinacdo de atividade enzimatica, os debris celulares foram
removidos por centrifugacdo a 10.000 g por 10 min. O sobrenadante foi utilizado como
extrato enzimatico bruto, conforme método descrito no item 3.7.1.

Os resultados para os dois procedimentos de rompimento celular foram

descritos no item 4.5.

3.4.5 Producao a-Gal por Leuconostoc mensenteroides INRA 23 em meio sintético

Em paralelo aos testes com vinhaca de soja, foram realizados também testes

em meio sintético como via alternativa de producédo de a-Gal.
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No meio sintético, a posterior extracdo e purificacdo da enzima séao facilitadas,
especialmente quando a aplicacdo do produto € mais nobre, como € o caso do uso

terapéutico para tratar doenca de Fabry, por exemplo.

3.4.5.1 Estudo do efeito da adicdo de fontes de carbono sobre a atividade de a-Gal

em meio sintético

O estudo da adicéo de fontes suplementares de carbono sobre a producéo de
enzima por Leuconostoc mesenteroides padrdo INRA 23 foi realizado em duplicata,
utilizando-se como meio sintético o caldo MRS modificado (MRSm) com base no
descrito por Yoon e Hwang (2008). Neste caso, a dextrose foi substituida pela rafinose
(1% m/v) a fim de induzir a producdo de a-Gal. Foram estudadas as condi¢des de
MRSm puro e MRSm adicionado de 1% (m/v) dos seguintes carboidratos: dextrose,
lactose, maltose, melibiose e rafinose. Tais carboidratos foram relatados na producao
enzimatica de a-Gal por Yoon e Hwang (2008) para Lactobacillus curvatus RO8
e Leuconostoc mesenteroides JK55 e por Mudgettt e Mahoney (1985) para
Lactobacillus fermenti.

A cultura de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 foi ativada e inoculada em
caldo MRS enriquecido com 0,3% de extrato de levedura. Este inéculo foi adicionado
na proporcdo 10% (v/v) aos frascos de Erlenmeyer com capacidade de 25 mL,
contendo 10 mL de meio de cultivo.

Os resultados encontram-se no topico “Resultados e Discussao”, item 4.6.1.

3.4.5.2 Efeito da adigc&o de fontes de nitrogénio sobre a atividade de a-Gal em meio

sintético

Nesta etapa, 0 meio utilizado foi caldo MRS modificado (MRSm), sendo
estudadas as adi¢Oes das seguintes fontes de nitrogénio: extrato de levedura (Yeast
extract, HIMEDIA®), extrato de carne (Meat extract, HIMEDIA®), peptona (Peptone,
bacteriological, HIMEDIA®), ureia (Ureia P.A., VETEC®) e sulfato de amonio (Sulfato
de amonio P.A., VETEC®), sendo tais suplementagdes relatados em literatura para
producao de a-Gal (GOTE et al., 2004; KUMAR et al., 2012, SANADA, 2009).
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O extrato de levedura em adicao de 0,3% (m/v) foi utilizado como base para
calculos da quantidade de nitrogénio e consequente quantidade de cada reagente a
ser adicionado. Tal fato se deve a que nas ativacdes das linhagens o extrato de
levedura ja havia sido utilizado para o cultivo de biomassa, também aplicado por
Kumar et al. (2012) e Rezende et al. (2005).

Os frascos, em duplicata, foram submetidos a incubagé&o em incubadora do tipo
shaker a 30°C, com rotagdo de 120 rpm.

Os resultados e respectivas discussdes encontram-se no tépico 4.6.2.

3.4.5.3 Otimizacdo da composicao quimica do meio de producao sobre a atividade de

a-Gal em meio sintético

A adicdo de sais baseou-se em estudos citados em literatura para a producéo
enzimatica. Anisha, Sukurumaran e Prema (2008) e Liu et al. (2007) estudaram
detalhadamente a influéncia dos sais como indutores de producdo de a-Gal, sendo
relatados estudos de suplementacdo com CaClz2.H20, KH2POs4, NaH2.POa,
MgS04.7H20, FeS04.7H20, ZnS04.7H20, MnSO4.H20 e CuS04.5H20. De acordo
com Liu et al. (2007), a adicdo de 0,05% FeSO4.7H20 e 0,1% KH2PO4 foram
favoraveis a producdo de a-Gal por Aspergillus foetidus ZU-G1 (64,75 U/mL),
enquanto CuSO4.5H20 apresentou efeitos negativos. Ja para os dados obtidos por
Anisha, Sukurumaran e Prema (2008) para Streptomyces griseoloalbus MTCC 7447,
o melhor indutor foi 0 MgSO4 a 0,17% (m/v), que ao final da otimizac&o levou a uma
atividade de 50,3 U/mL de a-Gal.

A fim de realizar estudo para a otimizagado da composi¢céo do meio de producéo
de enzima a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23, foram realizados ensaios
da adicdo de sais ao caldo MRS modificado (MRSm). O planejamento experimental
foi gerado pelo programa STATISTICA 7® - Versao Trial (StatSoft, Inc.), do tipo Fatorial
Fracionado 274, contendo 7 variaveis independentes (7 sais), 1 variavel de resposta
(atividade enzimatica em U/mL) e 8 ensaios adicionados de 3 pontos centrais.

Os experimentos contendo sais seguiram conforme a TABELA 13,

apresentando a porcentagem de cada fator adicionado.
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TABELA l? - PLANEJAMENNTO FATORIAL FRACIONADO 274PARA O ESTUDO DA
INFLUENCIA DA ADICAO DE SAIS (%, M/V) SOBRE A ATIVIDADE DE a-Gal.
Ensaio FeS04.7H20 KH2POs4 CaCl2.H20 NaH2.POs M@gS04.7H20  ZnS04.7H20  MnS0O4.H20

1 0,000 0,000 0,000 0,200 0,200 0,150 0,000
2 0,150 0,000 0,000 0,000 0,000 0,150 0,150
3 0,000 0,200 0,000 0,000 0,200 0,000 0,150
4 0,150 0,200 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000
5 0,000 0,000 0,200 0,200 0,000 0,000 0,150
6 0,150 0,000 0,200 0,000 0,200 0,000 0,000
7 0,000 0,200 0,200 0,000 0,000 0,150 0,000
8 0,150 0,200 0,200 0,200 0,200 0,150 0,150
9(C) 0,075 0,100 0,100 0,100 0,100 0,075 0,075
10 (C) 0,075 0,100 0,100 0,100 0,100 0,075 0,075
11 (C) 0,075 0,100 0,100 0,100 0,100 0,075 0,075

As ativacles e preparo de inéculo de Leuconostoc mesenteroides INRA 23
ocorreram de acordo com o realizado anteriormente. O meio MRSm enriquecido com
ureia foi suplementado com sais, conforme resultado apresentado no item anterior
para teste com fontes de carbono.

Os valores de atividade enzimatica e pH estdo apresentados no item 4.6.3 do

tépico “Resultados e Discussao”.

3.4.5.4 Otimizacdo da composicdo de sais, fontes de carbono e nitrogénio para a

producao de a-Gal em meio sintético

Apos o teste de otimizacdo com sais para a producao de a-Gal, foi realizado
novo planejamento experimental do tipo Fatorial Fracionado 23! com o suporte do
programa STATISTICA 7® - Versdo Trial (StatSoft, Inc.). Foram aplicadas trés
variaveis independentes: rafinose, variando de 0 a 10% (m/v) de adicdo, MgS0O4.7H20
de 0 a 0,15% (m/v) e ureia de 0 a 0,15% de ureia (m/v), em trés niveis e com uma
variavel de resposta (atividade enzimatica em U/mL).

A faixa de adicdo MgS0Oa4.7H20 seguiu o descrito em literatura por Liu et al.
(2007), com valor de 0,05 a 0,10%. Porém, o dltimo teste com sais teve como ponto
central de 0,075%, sendo estabelecida a adicdo com niveis de 0 a 0,15% (m/v). Para
a ureia, o valor decorre de estudo das fontes de nitrogénio, no qual o teor de nitrogénio

deveria ser equivalente ao da adi¢céo de 0,3% de extrato de levedura.
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Os experimentos contendo sais seguiram conforme a TABELA 14, com a
porcentagem adicionada de cada fator.

TABELA 14 - PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 231 PARA ENSAIO COM SAIS E
FONTES DE CARBONO E NITROGENIO.

Ensaios Rafinose (%) MgS0O..7H20 (%) Ureia (%)
1 0,000 0,000 0,000
2 0,000 0,075 0,150
3 0,000 0,150 0,075
4 5,000 0,000 0,150
5 5,000 0,075 0,075
6 5,000 0,150 0,000
7 10,000 0,000 0,075
8 10,000 0,075 0,000
9 10,000 0,150 0,150

10 5,000 0,075 0,075
11 5,000 0,075 0,075
12 5,000 0,075 0,075

Os resultados da otimizacéo para estas condicdes encontram-se no item 4.6.4.

3.4.6 Producao a-Gal por Leuconostoc mensenteroides INRA 23 em vinhaca de soja

O estudo de producédo de a-Gal em vinhaca de soja visou a utilizacdo do
subproduto industrial como meio de diminuir custos de processo e também o impacto
ambiental causado por empresas beneficiadoras de soja.

Para isto, o0 meio a base de vinhacga de soja foi enriquecido com diferentes
fontes de carbono, de nitrogénio e sais, a fim de verificar a sua influéncia no aumento

de producéo.

3.4.6.1 Estudo do efeito adicdo de fontes de carbono sobre a atividade de a-Gal em

vinhaca de soja

A cultura de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 foi ativada conforme o

descrito no item 3.1.6, com preparo de indculo em caldo MRS suplementado com 0,3%
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de extrato de levedura a fim de ser submetida ao teste de fermentagéo com fontes de
carbono, em 6 diferentes condi¢des: meio controle (somente vinhacga de soja pura) e
vinhaca adicionada de dextrose, lactose, maltose, melibiose e rafinose, sendo que
todos os acucares foram adicionados na condicao de 1% (m/v).

O indculo foi adicionado na proporcao 10% (v/v) aos frascos de Erlenmeyer
com capacidade de 25 mL, contendo 10 mL finais de meio de cultivo. Os frascos foram
submetidos a incubacdo em incubadora do tipo shaker a 30°C, com agitacdo de 120
rpm.

Os resultados e respectivas discussdes encontram-se no tépico 4.7.1 do

capitulo “Resultados e Discussao”.

3.4.6.2 Estudo do efeito de diferentes fontes de nitrogénio sobre a atividade de a-Gal

em vinhaca de soja

Para o estudo da escolha da fonte de nitrogénio, a cultura de Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 foi ativada e o0 indéculo preparado em caldo MRS
suplementado com 0,3% de extrato de levedura. Este in6culo foi adicionado na
proporcao 10% (v/v) aos frascos de Erlenmeyer com capacidade de 25 mL, contendo
10 mL finais de meio de cultivo. O meio definido como controle foi a vinhaca de soja
pura, sendo estudadas as seguintes condi¢cGes para fontes de nitrogénio: vinhaca de
soja pura (controle), extrato de levedura (Yeast extract, HIMEDIA®), extrato de carne
(Meat extract, HIMEDIA®), peptona (Peptone, bacteriological, HIMEDIA®), ureia (Ureia
P.A., VETEC®) e sulfato de amonio (Sulfato de amoénio P.A., VETEC®). Tais
suplementagdes foram relatados em literatura para produgao de a-Gal (GOTE et al.,
2004; KUMAR et al., 2012, SANADA, 2009).

O extrato de levedura em adicdo de 0,3% (m/v) foi utilizado como base para
calculos da quantidade de nitrogénio e consequente quantidade de cada reagente a
ser adicionado, visto que nas proprias ativacdes o extrato de levedura ja havia sido
aplicado como auxiliar de crescimento, também aplicado por KUMAR et al. (2012) e
REZENDE et al. (2005). Os frascos foram submetidos a incubacdo em incubadora do
tipo shaker a 30°C, com rotacdo de 120 rpm.

Os resultados e respectivas discussdes encontram-se no item 4.7.2.
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3.4.6.3 Otimizacao da composi¢ao quimica do meio de producéo sobre a atividade de
a-Gal em vinhacga de soja

A otimizacdo da composicdo quimica do meio de vinhaca de soja com adicao
de sais baseou-se em estudos citados em literatura para a producdo enzimatica.
Anisha, Sukurumaran e Prema (2008) e Liu et al. (2007) estudaram detalhadamente
a influéncia dos sais como indutores de producao de a-Gal, sendo relatados estudos
de suplementacdo com CaClz.H20, KH2PO4, NaH2.PO4, MgS0O4.7H20, FeS04.7H20,
ZnS04.7H20, MnSO4.H20 e CuS04.5H20. De acordo com Liu et al. (2007), a adicdo
de 0,05% FeS04.7H20 e 0.1% KH2PO4 foram favoraveis a produgao de a-Gal por
Aspergillus foetidus ZU-G1 (64,75 U/mL), enquanto CuSO4.5H20 apresentou efeitos
negativos. Ja para os dados obtidos por Anisha, Sukurumaran e Prema (2008) para
Streptomyces griseoloalbus MTCC 7447, o melhor indutor foi 0 MgSO4 a 0,17% (m/v),
gue ao final da otimizag&o levou a uma atividade de 50,3 U/mL de a-Gal.

A fim de realizar o estudo de producdo de a-Gal por Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 aplicando-se diferentes sais, foi definido um planejamento
experimental com o suporte do programa STATISTICA 7® - Verséo Trial (StatSoft,
Inc.) com base no estudado por Anisha et al. (2008) e Liu et al. (2007), que estudaram
a aplicacdo de diversos sais para producdo de a-Gal por Streptomyces griseoloalbus
MTCC 7447 e Aspergillus foetidus ZU-G1, respectivamente.

Para o planejamento, foi aplicado Planejamento Fatorial Fracionado 274,
contendo 7 variaveis independentes (7 sais), 1 variavel de resposta (atividade
enzimatica em U/mL), adicionados de 3 pontos centrais. Os experimentos foram
realizados nas condi¢des apresentadas na TABELA 15, com a porcentagem de cada

reagente adicionado.
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TABELA 15 — PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 274 PARA O ESTUDO DA INFLUENCIA
DE SAIS (%, M/V) SOBRE A ATIVIDADE DE a-GAL EM VINHACA DE SOJA.
Ensaio FeS04.7H20 KH2POs4 CaCl2.H2O0 NaH2.POs4 M@gS04.7H20 ZnS04.7H20  MnS0O4.H20

1 0,05 0,05 0,10 0,20 0,20 0,15 0,05
2 0,15 0,05 0,10 0,10 0,10 0,15 0,15
3 0,05 0,15 0,10 0,10 0,20 0,05 0,15
4 0,15 0,15 0,10 0,20 0,10 0,05 0,05
5 0,05 0,05 0,20 0,20 0,10 0,05 0,15
6 0,15 0,05 0,20 0,10 0,20 0,05 0,05
7 0,05 0,15 0,20 0,10 0,10 0,15 0,05
8 0,15 0,15 0,20 0,20 0,20 0,15 0,15
9(C) 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,10 0,10
10 (C) 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,10 0,10
11 (C) 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,10 0,10

O preparo de inoculo de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 ocorreu em caldo
MRS enriquecido com 0,3% (m/v) de extrato de levedura. A vinhaca de soja pura
contendo 1% (m/v) de rafinose foi suplementada de sais, conforme resultado
apresentado para testes com fontes de carbono.

No item 4.7.3 foram apresentados e discutidos os valores de atividade

enzimatica e de pH para otimizacdo com sais.

3.4.6.4 Otimizacdo da composicdo de sais, fontes de carbono e nitrogénio para a

producado de a-Gal em vinhaca de soja

Apobs a selecdo do sal que apresentou efeito positivo sobre a producéo de ao-
Gal, foi definido novo planejamento experimental com o suporte do programa
STATISTICA 7® - Verséao Trial (StatSoft, Inc.), para o estudo das concentracdes de
trés variaveis independentes: rafinose, variando de 0 a 10% (m/v) de adicao,
MgS0Oa4.7H20 de 0 a 0,5% (m/v) e (NH4)2S04 de 0 a 1,5% (m/v).

Idealmente, um planejamento DCCR (Delineamento Composto Central
Rotacional) seria mais completo para testar as condigdes de otimizag&o. Entretanto,
por motivo de limitagcdo de residuo industrial, optou-se por um planejamento com
menor nimero de ensaios, mas que é capaz de gerar superficie de resposta e indicar
a tendéncia para producdo 6tima de a-Gal, o Planejamento Experimental do tipo

Fatorial Fracionado 231,
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Este planejamento foi adicionado de 3 pontos centrais e 1 variavel de resposta
(atividade enzimatica em U/mL). Os ensaios contendo sais seguiram conforme a

TABELA 16, com a porcentagem adicionada de cada fator.

TABELA 16 - PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONADO 231 PARA MEIO DE VINHACA DE SOJA.

Ensaios Rafinose (%) MgS0O..7H,0 (%) (NH4)2S04 (%)
1 0,00 0,00 0,00
2 0,00 0,25 1,50
3 0,00 0,50 0,75
4 5,00 0,00 1,50
5 5,00 0,25 0,75
6 5,00 0,50 0,00
7 10,00 0,00 0,75
8 10,00 0,25 0,00
9 10,00 0,50 1,50
10 5,00 0,25 0,75
11 5,00 0,25 0,75
12 5,00 0,25 0,75

Os resultados da otimizacdo para estas condi¢cdes encontram-se no topico
4.7.4.

3.4.7 Estudo da taxa de inoculacdo de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 para a

producado de a-Gal em vinhaca de soja

Apoés otimizacdo da composicdo do meio de producdo da enzima a-Gal em
vinhaca de soja, foi realizado teste para determinagcédo da melhor taxa de inoculagéo
de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 para fermentacdo no subproduto industrial
vinhaca de soja.

A linhagem bacteriana foi ativada e o inoculo produzido em caldo MRS, a 30°C
durante 24h. Apos crescimento celular, foram adicionados 5% (v/v), 10% (v/v) e 15%
(v/v) do in6culo aos frascos de Erlenmeyer contendo vinhaga de soja enriguecida com
5% (m/v) de rafinose e 0,5% (m/v) de sulfato de magnésio. Os ensaios foram
realizados em triplicata.

Apoés 24h de fermentacdo a 30°C e 120 rpm de rotacdo, foram analisados
atividade enzimatica em U/mL e pH e para cada uma das condi¢des de indculo.

Os resultados encontram-se no item 4.7.5 da presente dissertagao.
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3.4.8 Cinética de producdo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 com

vinhaca de soja em frascos de Erlenmeyer

O estudo da cinética de producdo enzimatica pela linhagem Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 em fermentacdo submersa ocorreu em vinhaca de soja
suplementada com 5% (m/v) de rafinose e 0,5% (m/v) de sulfato de magnésio, com
10% (v/v) de in6culo e a 30°C em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo 50 mL
de meio de producédo. Os frascos foram inseridos em incubadora do tipo shaker e o
processo ocorreu com agitacao de 120 rpm.

Foi analisada a atividade enzimética (U/mL) e também o pH nos seguintes
tempos (em duplicata): 6h, 12h, 24h, 30h, 36h, 48h e 72h.

Os dados obtidos para estas condi¢cdes encontram-se no item 4.7.6 do capitulo

“Resultados e Discussao”.

3.4.9 Cinética de producado de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 com

vinhaca de soja em biorreator do tipo tanque agitado

A fim de verificar a cinética da producdo de a-Gal via Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 em biorreator do tipo tanque agitado INCELTECH Set 2M
(LH, SGi) (FIGURA 17), foram aplicadas as mesmas condi¢cdes otimizadas
anteriormente: ativacdes da linhagem e preparo de inéculo em caldo MRS enriquecido
com 0,3% de extrato de levedura e meio de fermentacdo a base de vinhaca de soja
suplementada com 5% (m/v) de rafinose e 0,5% (m/v) de sulfato de magnésio. O
inoculo foi adicionado a uma taxa de 10% (v/v). A temperatura de fermentacéo foi de
30°C, com agitacéo de 300 rpm e aeracao de 1 vvm. O volume total fermentado foi de

1 L em biorreator com capacidade para 2 L.
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FIGURA 17 - BIORREATOR DO TIPO TANQUE AGITADO INCELTECH Set 2M (LH, SGi).

O processo ocorreu em um tempo total de 96 horas, com amostragens a 0, 4,
8, 12, 24, 48, 72 e 96 horas, sendo destinadas as andlises de biomassa em massa-
seca (g/L), atividade enzimatica (U/mL), acUcares totais (g/L) e pH.

Os dados obtidos para esta etapa de estudo encontram-se no item 4.7.7.

3.5 PURIFICACAO E CONCENTRACAO DA a-Gal EM SISTEMAS DE MEMBRANA

No intuito de purificar e concentrar a enzima a-Gal obtida em biorreator via
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 a partir de vinhaca de soja, foram aplicadas
técnicas de micro e ultrafiltragdo por membranas.

A cada etapa foram retiradas aliquotas das fracdes de retido e permeado e
destinadas as analises de atividade enzimatica (U/mL) e proteinas totais (mg/mL),
conforme metodologias descritas nos itens 3.7.1 e 3.7.2, respectivamente.
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3.5.1 Microfiltracdo em sistema de filtrag&o a vacuo

O teste de purificacdo da enzima teve inicio com a microfiltracdo. Esta ocorreu
acoplando-se o Sistema de Filtragdo a Vacuo PES 0,22 um (KASVI®) (FIGURA 18),

com capacidade para 250 mL, a uma bomba de vacuo.

FIGURA 18 — SISTEMA DE FILTRACAO A VACUO PES 0,22 uM (KASVI®).

Ap6s preparo do sistema, 100 mL do extrato enzimatico de a-Gal produzida em
biorreator (item 3.4.9), com meio de cultivo a base de vinhaca de soja, foram

microfiltrados até esgotamento da passagem de permeado.

3.5.2 Ultrafiltragcdo em sistema Vivaspin

O meio clarificado obtido no procedimento 3.5.1 foi submetido a membrana de
ultrafiltracédo Vivaspin (GE Healthcare®), com massa molecular de corte de 100.000
MWCO (molecular weight cutoff value) e capacidade para 5 mL de volume. A amostra
foi adicionada a 4 mL em cada membrana e o sistema foi centrifugado a 4.000 g por
30 min, com base no indicado pelo fabricante. Foram obtidas as fracdes de retido e
permeado.

O permeado desta etapa foi destinado ao processo em membrana de 10.000
MWCO da Vivaspin (GE Healthcare®), também com capacidade para 5 mL e
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centrifugada a 4.000 g por 30 min. Houve separacdo em duas fases, a que passou
pela membrana e a que ficou retida nesta.

Das aliquotas amostradas foram obtidos os valores da atividade enzimatica
(U/mL) e de proteinas totais (mg/mL) para cada etapa, conforme detalhado no item

4.9.1 de “Resultados e Discussao”.

3.5.3 Micro e ultrafiltracdo do extrato enzimatico em sistema MILLIPORE®

Além do teste com microfiltracdo a vacuo e ultrafiltracdo por centrifugacéo,
também foram analisadas as atividades enzimaticas e concentracdo de proteinas
provenientes das fracdes obtidas em cada etapa no sistema de purificacdo com
membranas Pellicon (MILLIPORE®).

As membranas utilizadas foram as de Pellicon 2 para microfiltracédo e, para a
ultrafiltracdo, membrana com 30kDa de massa molecular de corte, ambas da
MILLIPORE®.

O equipamento de purificagcdo foi montado de acordo com o fabricante e
apresentou a configuracao final como mostrado na FIGURA 19. Apés montagem das
membranas, foi feita lavagem com &agua ultrapura a fim de realizar enxague do
sistema. Isto porque, apOs cada uso, é feita a lavagem com hidréxido de sédio 0,1 N
e o0 acondicionamento sob refrigeracdo a fim de garantir a integridade da membrana.
O enxague procedeu até a agua de descarte atingir pH neutro. Este procedimento foi

realizado a cada instalagdo de membrana no equipamento.
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FIGURA 19 — SISTEMA DE SEPARACAO MILLIPORE ©. (A) BOMBA PERIS~TALTICA. (B)
MEMBRANA PELLICON ACOPLADA AO SISTEMA DE FILTRACAO.

Retirou-se o excesso de agua pura do sistema e o extrato bruto fermentado foi
alimentado ao sistema a uma vazao de 3,96 L/h. As amostras das fracdes de retido e
permeado foram destinadas as andlises de atividade enzimatica (U/mL) e de proteinas
totais (mg/mL) para cada etapa, conforme descrito no item 4.9.2 de “Resultados e

Discussao”.

3.6 ELETROFORESE SDS-PAGE

O procedimento de eletroforese baseou-se no descrito por Laemmli (1970),
com modifica¢des. Foi realizado o preparo das amostras enzimaticas provenientes da
purificagdo e concentracdo em membranas descritas no item 3.16. Os extratos foram
precipitados com acetona na propor¢dao 1:10 por 45 min em banho de gelo, com
posterior centrifugacdo a 4°C durante 30 min e 12.600 rpm. ApGs descarte do
solvente, as amostras foram colocadas em estufa a vacuo a 35°C por 20 min a fim de
remover residuos de acetona. Em seguida, foi realizada a ressuspensao do contetdo
em solucao 1:1 de agua ultrapura e tampéao de amostra sem reducéo 2x (Anexo A) e
o sistema foi conduzido ao aquecimento em agua em ebulicdo por 3 min.

Em paralelo a precipitacdo de proteinas, o sistema Mini-PROTEAN Tetra Cell
(BIO-RAD®) foi limpo com papel toalha umedecido em alcool 70% (v/v), montado de
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acordo com as instrugfes do fabricante e testado com agua ultrapura para verificar
possiveis vazamentos. A agua foi vertida e preparou-se o gel de separacdo de
poliacrilamida 12%, com tempo de solidificacdo de aproximadamente 20 min, sendo
que foi aplicado agua ultrapura na superficie para linearizar o gel e evitar formacao de
bolhas. ApoOs polimerizacdo, a 4gua foi descartada e entdo adicionado o gel de
empilhamento de 5% com os pentes de marcacdo. Os géis e demais soluc¢des para o
procedimento constam no Anexo B.

Com a solidificacao deste gel, o sistema recebeu entdo o tampé&o de corrida e
foram adicionados aos pogos 7 uyL de marcador de peso molecular High-Range
Rainbow (AMERSHAM®) e 20 uL de volume para amostras previamente precipitadas
e ressuspendidas. O equipamento foi ligado em voltagem constante de 90-100 volts e
amperagem inicial de 0,035 A. O processo correu até a banda azulada se aproximar
do final do gel.

Terminando a corrida, a eletroforese foi finalizada e o gel retirado da cuba foi
transferido a um recipiente plastico, no qual foi adicionada solucdo corante a base de
Coomassie blue até cobrir o gel. O conjunto ficou em agitacao baixa a temperatura
ambiente durante 1 hora, com posterior retirada da solucdo e adicdo de solugcao
descorante overnight, também sob agitacdo. A solu¢do descorante que permaneceu
em contato com o gel foi trocada duas vezes, até que o excesso de coloracéo azul
fosse retirada. Para acondicionamento do gel descorado, este foi armazenado sob
refrigeracdo em recipiente plastico contendo solu¢éo alcodlica conservante.

Como etapa final, o resultado da eletroforese foi fotografado e indicou-se a
massa molecular aproximada da a-Gal, baseada nas bandas do marcador High-
Range Rainbow (AMERSHAM®).

3.7 METODOS ANALITICOS

3.7.1 Atividade enzimatica (U/mL) — Método pNPG

A fim de realizar atividade enzimatica de a-Gal (U/mL), a metodologia utilizada

foi a descrita por Oliveira et al. (2005) e por Fialho (2007), em que o p-nitrofenil-a-D-
galactopiranosideo (pNPG) é utilizado como substrato de reacao.
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A curva-padrao para o substrato pNPG foi realizada a partir das concentracdes
de 0 a 0,20 pumol de substrato, com leitura em espectrofotometro (SP-2000UV,
Spectrum UV-VIS Spectrophtometer®) a 410 nm, sendo que a curva serviu como base
para o calculo de atividade enzimatica.

A atividade de a-Gal (U/mL) foi determinada a partir da reacdo do substrato
pPNPG com o extrato enzimatico proveniente da fermentacdo, em que foram levados
em consideracdo o branco de substrato, branco da enzima e a reacao propriamente

dita, conforme esquema apresentado a seguir:

Ensaio enzimatico

Branco do substrato

Branco da enzima

750 pL tampao acetato
de sbdio 100 mM pH 5,0

900 pL tampéo acetato
de sodio 100 mM pH 5,0

650 pL tampéo acetato
de sodio 100 mM pH 5,0

U

Y

&

Incubar a 37°C/10min

y

y

o

N&o adiciona

sobrenadante

100 pL sobrenadante do

meio fermentado

100 pL sobrenadante do

meio fermentado

250 pL solucdo pNPG

2 mM

N&o adiciona pNPG

250 pL solucdo pNPG

2 mM

Y

Y

&

Incubagéo a 37°C /15 min

L

y

<

Adicéo de 1,0 mL de carbonato de sédio 0,5 M

Apoés a reacdo enzimatica, as leituras de absorbancia foram realizadas em

espectrofotdometro (SP-2000UV, Spectrum UV-VIS Spectrophtometer®).
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Com a equacgao gerada pela curva padrao do substrato pNPG e valores de
absorbancia a 410 nm, foi calculada a atividade enzimatica de a-Gal de cada aliquota

amostrada na presente dissertacdo, conforme a equacéao:

- e U boidrat l
Atividade enzimatica (ﬂ) = carbotdrato (itmols) (1)

Vextrato enzimatico (mL)*tincubagéo (min)

3.7.2 Determinacgédo de proteinas totais — Método Bradford

Para determinacdo das proteinas totais no extrato enzimatico, foi aplicado o
método descrito por Bradford (1976). Esta técnica se baseia no uso do corante
Coomassie Brilliant Blue BG-250 a fim de determinar as proteinas totais em
determinada amostra. A interacao entre 0 corante e as macromoléculas proteicas com
aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas causa o deslocamento do
equilibrio do corante para a forma anidnica, podendo ser identificado a 595 nm (ZAIA
et al., 1998).

Para aplicacdo da técnica, foi utilizado reagente Quick Start Bradford Protein
Assay (BIO-RAD®). A adicdo de reagente para curva padrdo e amostras ocorreu
conforme indicado pela metodologia: 40 yL de albumina sérica bovina (BSA) diluida
para 2 mL de reagente 1x Dye Reagent e 1 mL de extrato enzimatico para 1 mL de 1x
Dye Reagent.

A curva padrao foi realizada aplicando-se concentracdes de 0 a 1,0 mg/mL de

albumina sérica bovina (BSA).

3.7.3 Determinacao da concentragao de biomassa

A determinacédo da biomassa em massa seca (g/L) foi realizada em triplicata
em microtubos com capacidade para 2 mL, previamente identificados e pesados.
Aliguotas de 1 mL provenientes do meio fermentado foram adicionadas aos
microtubos e destinadas a centrifugacéo a 10.000 g por 10 min.

O sobrenadante obtido seguiu para analises de determinacdo enzimatica e a
biomassa foi ressuspendida e lavada com agua destilada, sendo novamente

centrifugada na condigéo anterior.
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Ap6s lavagem, os microtubos seguiram para estufa de secagem até
estabilizacdo da massa, sendo esta utilizada para o célculo expresso em g/L.

3.7.4 Determinacao de agucares redutores — Método do DNS

A fim de determinar os carboidratos totais da vinhaca de soja, foi aplicado o
meétodo de acucares redutores pela reacdo com o acido 3,5-dinitrosalicilico “DNS”,
descrito por Miller (1959). Em meio bésico e a temperatura elevada, o acido 3,5-
dinitrosalicilico passa a 3-amino-5-nitrosalicilico, originando uma coloracdo amarelada
gue pode ser lida a 540 nm em espectrofotébmetro.

Como as amostras provenientes de vinhaca de soja contém ndo somente
acucares redutores, mas também carboidratos de maior massa molecular, foi
necessario realizar hidrolise acida a fim de reduzir os aclUcares de cadeias maiores
em aculcares redutores, a fim de poder ser aplicada a técnica de determinacgéo via
DNS.

Para isto, foram retirados 2,0 mL do sobrenadante e adicionados 2,0 mL de HCI
2N, com reacdo em banho-maria em ebulicdo por 10 minutos. As amostras foram
resfriadas em banho de gelo e, em seguida, foram adicionadas de 2,0 mL de NaOH
2N e homogeneizadas. O volume de 1,0 mL do sobrenadante foi conduzido ao teste
de DNS (MALDONADE et al., 2013).

A reacao da amostra com o DNS consistiu em adicionar 1 mL de reagente DNS
para 1 mL de amostra hidrolisada em microtubos. Estes foram entdo levados a
ebulicdo por 5 min. O conjunto foi resfriado em banho de gelo e adicionados de 5mL
de agua destilada, homogeneizados e foi prosseguida a leitura em espectrofotdmetro
a 540 nm.

Com os dados de absorbancia e partindo-se da curva padrédo da concentracao

de glicose (de 0 a 1 g/L), calculou-se a quantidade de agucares totais em g/L.
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3.7.5 Determinacgédo de solidos soluveis (° Brix)

O teor de solidos soluveis (°Brix) da vinhaca de soja foi medido com
refratdmetro portatil para agucares (INSTRUTHERM®, modelo RT-30 ATC).

3.7.6 Determinacao do teor de nitrogénio

Para a andlise do teor de nitrogénio da vinhaca de soja foram pesados 0,5 g de
amostra seca em papel manteiga (2 cm x 2 cm) e colocados em tubos de ensaio.
Adicionou-se aproximadamente 0,5 g de catalisador e 5 mL de acido sulfarico. Os
tubos foram colocados no digestor (chapa de aquecimento, localizada em capela
quimica), inicialmente a 100°C. A temperatura foi aumentada gradativamente de 50
em 50°C até atingir 350°C, temperatura na qual as amostras atingem coloracdo
esverdeada apds aproximadamente 4 horas. Em seguida, as amostras foram
resfriadas a temperatura ambiente e foram adicionados 10 mL de agua ultrapura.

Em equipamento destilador de nitrogénio (TECNAL®, TE-036/1) com circulacéo
de agua, o tubo contendo amostra recebeu lentamente NaOH 40% até o ponto de
viragem (até a amostra mudar para a coloragdo marrom). Em seguida foi acoplado um
frasco de Erlenmeyer (capacidade de 125 mL) contendo 10 mL de solucdo de &cido
borico como indicador. A amostra foi aguecida até o volume de liquido no Erlenmeyer
chegou em 50 mL. Foi realizada uma titulagdo com acido cloridrico 0,1 mol/L. Apds o

tubo parar de ferver, foi retirado do equipamento.

A porcentagem de nitrogénio foi calculada pela formula:

V*0,14%fc
2)

massa de amostra

Nitrogénio (%) =

Onde:
V = volume (em mL) de HCL 0,1 mol/L gasto na titulacao.
fc = fator de corre¢édo do HCL 0,1 mol/L multiplicado pelo fator de correcao do
NaOH 0,1 N utilizado na titulacao.
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O teor proteico foi determinado pela formula:

Proteinas (%) = Nitrogénio (%) * Fc (3)

Onde:

Fc = fator de correc¢éo igual a 6,25 para produtos vegetais.

Com o valor de proteinas totais, foi calculado também o valor em base-seca,

com base na umidade da amostra (analise de umidade descrita no item 2.3.3).

3.7.7 Determinagéo do teor de umidade

Para a determinacéo do teor de umidade das amostras, a qual foi realizada em
triplicata, os cadinhos de porcelana foram levados a estufa de secagem e esterilizacéo
(FANEM®, modelo 315 SE) a 105°C overnight a fim de retirar a umidade dos mesmos.
Apébs este procedimento, os cadinhos foram colocados em dessecador e pesados
apos resfriamento. Os cadinhos receberam aproximadamente 2 g de amostras e
foram novamente colocados em estufa 105°C overnight, resfriados em dessecador e

pesados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CEPAS BACTERIANAS EMPREGADAS PARA A PRODUCAO DE a-GAL

4.1.1 Lactobacillus agilis LPB 56

A linhagem de Lactobacillus agilis LPB 56 foi analisada em microscépio éptico
apos coloracado de Gram.

A morfologia das células, encontrada na FIGURA 20-A, demonstra células
viaveis em estado normal, formato de bacilos, apds crescimento em condicbes de
aerobiose. Ja as células que cresceram em condi¢cdes anaerdbias, em jarra contendo
sachés, apresentaram morfologia diferente em relagcdo aquelas cultivadas em
aerobiose (FIGURA 20-B). Percebe-se um mesmo tipo de forma baciliar, contudo com
estrutura celular bastante danificada. A presenca ou ndo do oxigénio interfere sem
davida na morfologia e estado das células como um todo, podendo estar associada a
fase de crescimento na qual a bactéria se encontra, fato ja relatado por Borch e Géran
(1989).

FIGURA 20 - LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 APOS CRESCIMENT (A) E EM
ANAEROBIOSE (B), EM AUMENTO DE 1000X. FONTE: O AUTOR.

A partir da coloracao resultante e da andlise em microscopia, pode-se dizer que
as bactérias em questdo sdo do tipo Gram positivas, bacilares, apresentando-se de

maneira individual, em pares ou em cadeias curtas.
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4.1.2 Leuconostoc mesenteroides INRA 23

A linhagem de Leuconostoc mesenteroides INRA 23 foi analisada em
microscopio Optico apos coloragdo de Gram. A mesma foi cultivada da em superficie
(Spread-plate) (FIGURA 21).
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FIGURA 21 - LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM CADEIAS LONGAS (A) E
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 ISOLADAMENTE E EM CADEIAS CURTAS, EM
AUMENTO DE 1000X. FONTE: O AUTOR.

A andlise microscépica indica que a linhagem é do tipo Gram positiva,

cocobacilar, apresentando-se de maneira individual, em pares ou em cadeias.
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4.2. ESTUDO DA PRODUCAO DE a-GAL POR LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56
POR FERMENTAGCAO SUBMERSA

4.2.1 Estudos para a producado de inéculo de Lactobacillus agilis LPB 56 em caldo

MRS e vinhaca de soja

A fim de realizar uma comparacéo entre o meio de cultivo comercial MRS de
pH inicial igual a 5,81 e o residuo industrial vinhaca de soja (8° Brix, pH 5,06), foram
realizadas as cinéticas de crescimento microbiano, onde foram analisados os valores
biomassa em massa seca (g/L) e os valores de pH no decorrer dos tempos.

A TABELA 17 contém os dados referentes ao crescimento de Lactobacillus
agilis LPB 56 em caldo MRS. Pode-se observar um aumento do valor de biomassa
(em g/L) e diminuicdo do pH decorrente do processo fermentativo, em que

provavelmente ha producao de acido lactico, conforme relatado por Karp et al., 2011.

TABELA 17 - CRESCIMENTO DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM MEIO DE CULTIVO MRS.

Biomassa (g/L) pH
Tempo (h) Aerobiose Anaerobiose Aerobiose Anaerobiose
0 0,15+ 0,00 0,18 £ 0,02 5,81+ 0,00 5,81 £ 0,00
6 0,17 £ 0,01 0,18 £ 0,06 5,78 + 0,00 5,64 + 0,00
12 0,38 £ 0,08 0,47 £ 0,09 5,75+ 0,00 5,60+ 0,01
18 0,73+0,03 1,18 £ 0,27 5,56 + 0,00 5,26 £ 0,00
24 2,37 +0,29 0,93+0,10 5,11+ 0,00 4,89 + 0,00
30 2,79 +£0,30 1,42 £ 0,03 4,93 + 0,00 4,68 + 0,01
36 2,65+0,31 1,45+0,41 4,82 +0,01 4,58 £ 0,01

Na FIGURA 22 observam-se as curvas de crescimento em peso seco para 0s
dois meios de cultivo, nas condicbes de aerobiose (shaker 120 rpm e 37°C), e
anaerobiose (estufa a 37°C). O sistema aerdbio para o caldo MRS apresentou 0
melhor crescimento da linhagem Lactobacillus agilis LPB 56, enquanto que o sistema
anaerobio para os dois meios se mostrou inferior. A fase de adaptacdo (lag) para
cultivo em MRS durou aproximadamente 12 horas e a fase logaritima ocorreu de 12 a

24h de incubacao para o sistema aerébio e de 12 a 18h para o anaerdbio.
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FIGURA 22 - EVOLUGAO DE BIOMASSA (g/L) DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM MEIO
MRS E VINHACA DE SOJA PARA SISTEMA AEROBIO (120 rpm) E ANAEROBIO (CULTIVO
ESTATICO).

O crescimento da biomassa maximo (2,79 + 0,30 g/L) ocorreu em 30 horas de
cultivo para o sistema com agitacdo em aerobiose e de 1,45 + 0,41 g/L para cultivo
estatico em anaerobiose. Isto corresponde a uma produtividade de 0,093 g/L.h para
0s sistema aerobio e 0,049 g/L.h para o sistema anaerobio. Tal fato demonstra que o
microrganismo se desenvolve de maneira mais rapida em sistema aeroébio.

Para a vinhaca de soja (TABELA 18) o crescimento de biomassa foi menor do
gue no meio MRS, com 1,89 + 0,28 g/L e uma produtividade de 0,052 g/L.h para o
sistema aerdbio. Para o sistema anaerdbio, o crescimento foi de 1,82 g/L, com uma
produtividade de 0,045 g/L.h. O crescimento de biomassa inferior no meio a base de
vinhaca pode estar relacionado a composicdo quimica da vinhaca de soja, a qual
apresenta acucares de assimilacdo mais dificil do que o meio MRS. Em relacéo aos
valores para o crescimento celular, o valor de biomassa (g/L) para o sistema aerobio

em MRS foi 48% maior do que a mesma condi¢do no residuo industrial estudado.
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TABELA 18 - ACOMPANHAMENTO DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM VINHACA DE SOJA.

Biomassa (g/L)

pH

Tempo Aerobiose Anaerobiose Aerobiose Anaerobiose
0 0,17 £ 0,06 0,16 £ 0,09 5,06 £ 0,00 5,06 + 0,00
6 0,77 £ 0,01 0,79 £ 0,00 5,10 £ 0,00 5,07 £ 0,00
12 1,09 +0,28 0,83 £ 0,07 5,07 £ 0,00 5,06 £ 0,00
18 1,06 + 0,23 1,20+0,18 5,06 £ 0,00 5,04 £ 0,00
24 1,17+£0,11 0,87 £ 0,07 5,09 £ 0,00 5,06 + 0,00
30 1,79 +0,32 1,39+0,18 5,07 £ 0,00 5,04 £ 0,00
36 1,89 +0,28 1,69 + 0,30 5,08 £0,01 5,04 + 0,01

Analisando os valores de pH indicados na TABELA 18, ndo houve grandes
variacbes nos valores ao longo do tempo de cultivo de 36 horas. A composicdo da
vinhaga utilizada na forma integral promoveu menor crescimento da linhagem e a
producdo de metabdlitos, dentre eles a enzima de interesse. Porém, certamente a
producado de acidos organicos néo foi expressiva.

Sabe-se que a producao de acido lactico € um indicativo da fermentacéo para
a linhagem em questéo, de acordo com o relatado por Karp et al. (2011). Em caldo
MRS, o pH diminuiu com o passar do tempo, passando de 5,8 a 4,9 no sistema
anaerobio. Para a vinhaca de soja praticamente ndo houve alteracdo de acidez,
devido ao fato da vinhaca de soja apresentar em sua composi¢cao acucares de mais
dificil assimilacdo, o que dificulta o crescimento da bactéria. Ainda, isto pode
caracterizar um efeito tamponante, o que teria efeito positivo em outras situagoes.

Com os dados obtidos até o0 momento, conclui-se que o sistema com agitacédo
(aerdbio) apresentou melhores resultados para a producdo de biomassa de
Lactobacillus agilis LPB 56, sendo o caldo MRS mais propicio como meio de cultivo,
com producdo de 2,37 + 0,29 g/L em 24 h de crescimento. Para 0 mesmo
microrganismo e no mesmo tempo de amostragem, Karp et al. (2011) relatou a
producdo de 0,56 g/L de biomassa em estudo para producdo de &cido lactico,
enquanto que Sanada et al. (2009) obteve 3,92 g/L apo0s testes de otimizagdo para
producédo de a-Gal. Estes dados indicam que a producéo de inéculo em caldo MRS é
vidvel para posterior aplicacdo em fermentacédo. Por outro lado, a vinhaca de soja ndo

foi um meio benéfico para o crescimento do Lactobacillus agilis LPB 56.
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4.2.2 Otimizacéao para fermentacéo de Lactobacillus agilis LPB 56 em vinhaca de soja

— Acompanhamento da evolugcao de biomassa (g/L) e pH

De acordo com a metodologia descrita no item 3.4, a fim de verificar as
melhores condi¢cdes para o aumento da biomassa de Lactobacillus agilis LPB 56,
foram aplicadas as condi¢des variando o teor de soélidos soluves de 8,0 a 35° Brix
(vinhaca foi suplementada com melaco de soja até atingir o teor de carboidratos
adequado para cada ensaio), carbonato de calcio de 0 a 2,0% (m/v) e extrato de
levedura de 0,0 a 1,0 % (m/v).

Os resultados obtidos para biomassa dos ensaios encontram-se na TABELA
19 e na FIGURA 22. Nota-se que o maior valor (0,2351 + 0,0228 g/L) diz respeito ao
frasco 8, cujo meio de cultivo estava ajustado em 35° Brix, 2% (m/v) de carbonato de

calcio e adicao de 1% (m/v) de extrato de levedura.

TABELA 19 — PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FATORIAL FRACIONADO 23! PARA BIOMASSA
(G/L) DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM FERMENTACAO EM VINHACA DE SOJA EM 24h.

Ensaios Biomassa (g/L) + desvio-padréo
0,1049 + 0,0011
0,1229 + 0,0054
0,0895 + 0,0078
0,0917 + 0,0097
0,1012 + 0,0018
0,1480 + 0,0089
0,0390 + 0,0038
0,2351 + 0,0228
0,1755 + 0,0166
0,1609 + 0,0208
0,1700 + 0,0191
0,1784 + 0,0113
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Os ensaios 9 a 12 (FIGURA 23), referentes aos pontos centrais do
planejamento (21,5° Brix, 1% (m/v) de CaCOs e 0,5% (m/v) de extrato de levedura)
também apresentaram boas condicdes aumento de biomassa, entre 0,1609 + 0,0208
g/L e 0,1784 + 0,0113 g/L. Os menores valores de crescimento de biomassa foram
para a condi¢ao 7, de 0,0390 % 0,0038 g/L nas condi¢des de 8° Brix, 2% CaCOs e 1%
(m/v) extrato de levedura.
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FIGURA 23 - EVOLUGAO DE BIOMASSA (G/L) DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 PARA
FERMENTAGCAO EM VINHACA DE SOJA EM 24h.
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Em relacdo aos valores de pH, de maneira geral os meios de cultivo

apresentaram efeito tamponante, apresentando um pH final que variou de 5,01

(ensaio 1) e 6,41 (ensaio 4).

A partir das 12 condi¢des de meio de cultivo, foi aplicada a andlise estatistica

para Planejamento Experimental Fatorial Fracionado 231, com o suporte do software
STATISTICA 7® (StatSoft, Inc.). O R? foi de 0,87 para o experimento o que indica que
87 % do modelo representa a producéo de biomassa. A TABELA 20 indica os valores
obtidos pela Analise de Variancia (ANOVA).

TABELA 20 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA BIOMASSA (G/L) DE LACTOBACILLUS

AGILIS LPB 56.
Fator SS df MS F p
(1) Brix (°) 0,009099 1 0,009099 3,924371 0,104444
(2) CaCO3 (%) 0,000101 1 0,000101 0,043483 0,843046
(3) Ext. Levedura (%) 0,001447 1 0,001447 0,624181 0,465299
lby?2 0,002010 1 0,002010 0,866812 0,394574
lby3 0,005832 1 0,005832 2,515323 0,173603
2by3 0,000764 1 0,000764 0,329685 0,590708
Error 0,011593 5 0,002319
Total SS 0,030846 11

J& os coeficientes de regresséo constam na TABELA 21, a partir dos quais sédo

apresentados os valores para os fatores isoladamente e com interacéo entre Brix (°),

CaCO0a3 (%) e extrato de levedura (%).
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TABELA 21 — COEFICIENTE DE REGRESSAO PARA BIOMASSA (G/L) DE LACTOBACILLUS

AGILIS LPB 56.
-90 % +90 %
Fator Reg. Coeff.  Std. Err. t (5) p cnf. Limt  Cnf. Limt
Mean/Interc. 0,149724 0,057166 2,61910 0,047149 0,034531 0,264917
(1) Brix (°) -0,000676 0,002184 -0,30946 0,769452 -0,005077 0,003725

(2) CaCO3 (%) -0,038568 0,036259 -1,06366 0,336132 -0,111632 0,034497
(3) Ext. Lev. (%) -0,078650 0,072519 -1,08455 0,327625 -0,224779 0,067479

lby?2 0,001174 0,001261  0,93103 0,394574 -0,001367 0,003715
1lby3 0,004000 0,002522  1,58598 0,173603 -0,001082 0,009082
2by3 0,019550 0,034048 0,57418 0,590708 -0,049059 0,088159

De acordo com os dados apresentados, observou-se tendéncia de incremento
de biomassa (g/L) quanto maior adicdo de extrato de levedura (%) e menor adi¢ao
possivel de carbonato de célcio (%) ao meio de cultivo, que pode ter sido um
intereferente no aumento de células, conforme relatado também por Ghosh e Ghosh
(2007).

Em relacdo ao Diagrama de Pareto sobre o efeito dos fatores estudados no
crescimento de biomassa em massa seca (g/L), aos niveis de aigual a 5 e 10%, néo
houve diferenca significativa entre os parametros estudados.

Apesar de estatisticamente ndo haver diferenca significativa na concentragéo
de sélidos soluveis, carbonato de calcio e extrato de levedura para o crescimento de
biomassa (g/L), indicou-se uma tendéncia das condi¢cdes ideais aproximadas ao
relatado por Sanada et al. (2009): 30° Brix e 0,5% (m/v) de extrato de levedura. A
interacdo entre a fonte de carbono (vinhaca de soja) e a fonte de nitrogénio leva a
uma reflexado sobre a relacdo C/N, que pode influenciar na producao de biomassa e,
consequentemente, levar a producdo da enzima a-Gal. Isto indicaria que a atividade
enzimatica pode estar ligada ao metabolismo primario do microrganismo, ou seja,
guanto maior o crescimento, maior a atividade da enzima.

A producéo de a-Gal sera apresentada no proximo item deste trabalho.
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4.2.3 Producéo e recuperacao de a-Gal por Lactobacillus agilis LPB 56 em vinhaca de

soja — Atividade extra e intracelular

As atividades de a-Gal extra e intracelular (U/mL) foram determinadas no
extrato enzimético obtido a partir de vinhaca de soja ajustada a 30° Brix e com 0,5%
(m/v) de extrato de levedura por Lactobacillus agilis LPB 56 conforme descrito no item
3.3.4. ApGs o processo de producdo, a biomassa foi separada por centrifugacéo e o
extrato enzimatico livre de células foi empregado para a determinacdo de atividade
extracelular de a-Gal. A determinacdo da atividade enzimatica (U/mL) intracelular
ocorreu conforme o item 3.7.1 e os dados obtidos encontram-se na TABELA 22.

TABELA 22 - ATIVIDADE EXTRA E INTRACELULAR DE ao-Gal.

Amostras Atividade enzimatica (U/mL) + DP
Sobrenadante 0,0237 £ 0,0120
Rompimento por congelamento 0,0687 + 0,0380
Sonicacado — Apods 2°Ciclo 0,1080 + 0,0360
Sonicagéo — Apos 4°Ciclo 0,0487 + 0,0153
Sonicacao — Apos 6°Ciclo 0,1073 + 0,0367
Sonicacao — Apos 8°Ciclo 0,0953 + 0,0127

De acordo com a TABELA 22, o maior valor de atividade enzimatica foi para a
condicao intracelular, com células rompidas apos 2 ciclos de sonicag¢do, sendo de
aproximadamente 0,1080 U/mL. Mais ciclos de sonificagcdo ndo seriam necessarios,
visto que apos 2 ciclos ndo houve aumento significativo da atividade enziméatica. Além
disso, um maior nimero de ciclos pode ter colaborado para a perda da atividade de
a-Gal, visto que o equipamento causa elevacao de temperatura da amostra mesmo
com procedimento em banho de gelo. Sendo assim, no decorrer do processo de
rompimento, supde-se que a medida que as células liberavam a enzima para o meio
extracelular, a enzima liberada no ciclo anterior poderia ter sofrido desnaturacao,
ocasionando entdo estes picos de atividade enzimatica observados no estudo.

A atividade extracelular apresentou valor bem inferior (0,0237 = 0,0120 U/mL),
o0 que demonstra a necessidade do rompimento celular para o processo realizado a
partir de Lactobacillus agilis LPB 56. Tal fato ja havia sido observado anteriormente

por Sanada et al. (2009) para a mesma linhagem bacteriana e por Lanciotti et al.
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(2007) para recuperacao de metabdlitos intracelulares de Lactobacillus arizonensis 21
e 143, Lactobacillus casei 28 e 80, Lactobacillus pentosus 37, 57 e 83 e Lactobacillus
plantarum 8, 42, 58 e 63.

ApOs congelamento a -18°C e descongelamento a temperatura ambiente, as
células bacterianas com estrutura originalmente presentes em (A) (FIGURA 24)
apresentaram rompimento celular, podendo ser observados os debris celulares, com

poucas células intactas (B).
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FIGURA 24 - CELULAS DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 COM ESTRUTURA CELULAR

NORMAL (A) E APOS LISE CELULAR POR CONGELAMENTO (B), EM AUMENTO DE 1000X:
FONTE: O AUTOR.

O teste de sonicacgao para células de Lactobacillus agilis LPB 56 foi conduzido
conforme descrito no item 3.3.4.2 de “Material e Métodos”: ciclos de 30 segundos,
com poténcia de 40%, em banho de gelo. A cada dois ciclos foi realizada a coloragao
de Gram da biomassa resultante e a determinacéo da atividade enzimatica do extrato
apos centrifugacéo.

Para a visualizacdo do grau de rompimento celular ao microscoépio optico, foi
utilizada a técnica de coloracdo de Gram nas seguintes amostras de biomassa: antes
da sonicacéao (A), ao final do 2° ciclo (B), apés o 4° ciclo (C) e ao final do 6° ciclo da
sonicacao (D), em aumento de 1000x (FIGURA 25).
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FIGURA 25 - CELULAS DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 — ANTES DA SONICAGAO (A), FINAL
2° CICLO (B), APOS 4° CICLO (C) E AO FINAL DO 6° CICLO (D), EM AUMENTO DE 1000X.

FONTE: O AUTOR.

.

Aposs o 2° ciclo de sonicacgéo de 30 s, observou-se rompimento significativo das
células, tornando-se ainda mais intenso no 4° e 6° ciclos, em que se observa maior
namero de debris celulares (menor nimero de células intactas) e em menor tamanho
que nos primeiros ciclos. Entretanto, a atividade de a-Gal, foi maior logo apos o 2°
ciclo. Um maior numero de ciclos de sonicagéo, apesar de provocar o rompimento das
estruturas celulares, pode de alguma forma colaborar para a perda da atividade
enzimatica, pois o equipamento causa elevagcao de temperatura da amostra, mesmo
com procedimento em banho de gelo.

De maneira geral, a sonicacdo aplicada foi mais branda que, por exemplo, a
estudada por Kreft e Jelen (2000) para Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus

11842, com ciclo de 4 min a 75 Watts para liberacdo de enzima [3-galactosidase.
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4.2.4 Estudo do efeito da combinacao de rompimento de células de Lactobacillus agilis

LPB 56 por congelamento e por sonicagao sobre a atividade de a-Gal

Para verificar se a combinacao entre o rompimento celular por congelamento e
por sonicagéo produziria resultados melhores em termos de recuperagéo da atividade
enzimatica intracelular, foram realizados testes conforme item 3.3.5. O extrato
enzimatico foi produzido a partir de vinhaca de soja pura e vinhaca de soja
suplementada.

Apébs os procedimentos de rompimento celular via congelamento seguido de
sonicacdo, foi realizada a analise de atividade enzimatica, em U/mL. Os dados obtidos
se encontram nas TABELAS 23 e 24 e também na forma de grafico (FIGURA 27).
Foram levadas em consideracado as diluicbes das aliquotas, assim como os valores
dos brancos.

Com os resultados obtidos, nota-se que para o extrato enzimético da vinhaca
de soja pura (TABELA 23) a maior atividade enzimatica de a-Gal foi encontrada para
o sobrenadante apés 24 h de fermentacéo, com valor de 0,08 £ 0,01 U/mL. Os extratos
enzimaticos que passaram por ciclos de congelamento e descongelamento,
submetidos ou ndo a um ou dois ciclos de sonicacdo, demonstraram valores de
atividade enziméatica menores do que as encontradas no sobrenadante (sem

rompimento celular; atividade extracelular).

TABELA 23 - ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL) DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM VINHACA
DE SOJA PURA.

VINHACA DE SOJA PURA - Atividade enzimética (U/mL) + DP

Tempo Sobrenadante Congelado 1 Congelado ang. 1x (_e 1 (_:ong. 2 X _e 2
(h) vez* 2 vezes* ciclo sonic. ciclos sonic. *
0 0,00 = 0,00 0,00 £0,00 0,00+ 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
4 0,04 £ 0,01 0,03+0,02 0,04 0,00 0,06 + 0,01 0,03+ 0,01
18 0,03 £ 0,00 0,04+0,01 0,03+0,01 0,04 + 0,01 0,05+ 0,01
24 0,08 £ 0,01 0,01+£0,00 0,02+0,00 0,03 +£0,01 0,03+0,01
28 0,07 £ 0,00 0,06 + 0,00 0,03+0,00 0,02 £ 0,01 0,04 + 0,01
42 0,05 + 0,02 0,07+0,06 0,02+0,01 0,03+ 0,01 0,07 £ 0,01

* Considerando o sobrenadante. ** N&o houve diferenca estatistica em nivel de a=5% para as
condi¢des estudadas.

No caso da fermentacédo utilizando a vinhaga de soja ajustada a 30° Brix e
suplementada com 0,5% (m/v) de extrato de levedura (TABELA 24), a condigcdo com

maior atividade enzimatica foi para o rompimento celular via congelamento e 2 ciclos
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de sonicacéo (0,50 = 0,04 U/mL), similar ao encontrado no tratamento com 1 ciclo de
congelamento (0,44 = 0,01 U/mL), indicando que o processo de sonicagédo nao foi
efetivo para a recuperacao da atividade enzimética de a-Gal a partir de Lactobacillus
agilis LPB 56, bastando entdo somente uma aplicacdo de congelamento.

TABELA 24 - ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL) PARA CULTIVO DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB
56 EM VINHACA DE SOJA AJUSTADA.
VINHACA DE SOJA AJUSTADA - Atividade enzimética (U/mL) + DP

Tempo Sobrenadante Congelado  Congelado 2 C_ong. 1x e 1 C_:ong. 2 X e 2
(h) 1vez* vezes* ciclo sonic.*  ciclos sonic. *
0 0,00 £ 0,00 0,00+ 0,00 0,00 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
4 0,03 £ 0,00 0,09+£0,03 0,03+0,02 0,06 £ 0,01 0,05+0,01
18 0,01 £ 0,00 0,03+£0,01 0,09+0,02 0,34 £0,01 0,04 £ 0,01
24 0,04 £ 0,00 0,17+0,07 0,05+0,00 0,05+0,01 0,11 £ 0,02
28 0,10 £ 0,06 0,44+0,01 0,004+0,00 0,03+0,02 0,14 £ 0,02
42 0,05 £+ 0,00 0,44+0,12 0,14 +0,09 0,35+ 0,02 0,50 £ 0,04

* Considerando o sobrenadante. ** Os valores em negrito ndo apresentam diferenca estatistica entre
si, mas sao diferentes estatisticamente dos demais em nivel de a=5%.

A FIGURA 26 apresenta a atividade enzimatica de a-Gal para vinhaga pura e
para vinhaca de soja ajustada nas condi¢coes de rompimento celular estudadas. Pelo
grafico, observa-se maior valor para a vinhaca ajustada (VA) em um tempo de 42 h
com 2 etapas de congelamento e sonica¢ao, seguida da atividade enzimatica obtida
com vinhaca ajustada e recuperada por rompimento via etapa Unica de congelamento,
da qual ndo se observa diferenca significativa. Este rompimento por um ciclo de
congelamento seria, entédo, a melhor condicdo de rompimento para este estudo, visto
que sdo necessarias menos etapas para liberagdo da enzima intracelular. Ja em
relacéo a vinhaga de soja pura (VP), o sobrenadante em 24 h de processo foi a melhor

condicéo obtida.
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FIGURA 26 - ATIVIDADE DE a-GAL PRODUZIDA POR LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM
VINHACA PURA (VP) E AJUSTADA (VA) — SOBRENADANTE, AMOSTRAS CONGELADAS UMA
(CONG. 1) E DUAS VEZES (CONG. 2) E SONICADAS UMA (SON. 1) E DUAS VEZES (SON. 2).

Com base nos resultados obtidos, pode-se dizer que para a fermentacdo em
vinhaca de soja pura ha uma tendéncia a conduzir producdo de a-Gal extracelular
apos 24 h. Por outro lado, a vinhaca de soja ajustada propiciou uma atividade
intracelular apés 42h de processo.

Sobre o rompimento celular, é possivel sugerir que com o congelamento os
cristais de gelo formados lisem as células, liberando a enzima para o meio
extracelular. Isto porque os cristais de gelo formados em congelamento lento séo
capazes de lisar as células devido a sua geometria, liberando os metabdlitos internos
para o meio extracelular. Este fenbmeno ja foi estudado para a dosagem de enzimas
intracelulares tanto para a obtencéo de fitase por Rhodotorula gracilis (BINDU et al.,
1998), quanto para enzimas de Lactococcus lactis (DOOLAN e WILKINSON, 2009) e
também para liberacdo de catalases produzidas por leveduras (SEKHAR et al., 1999).

A sonicacao, por outro lado, causa rompimento por meio da cavitacdo, que
também rompe a membrana celular permitindo a saida da enzima. No entanto, este
processo gera calor que pode ocasionar desnaturagdo de macromoléculas sensiveis
a temperatura (FOLADORI et al., 2007).
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Os resultados de atividade enzimética obtidos no presente trabalho estdo bem
abaixo do descrito por SANADA (2009), de aproximadamente 6,0 U/mL, em meio
otimizado fermentado por Lactobacillus agilis em vinhagca de soja. Deste modo, foi
também testada a producéo de a-Gal de Lactobacillus agilis LPB 56 em meio sintético
de modo a encontrar uma alternativa para producdo e mais facil recuperacdo da

enzima.

4.2.5 Producdo de a-Gal por Lactobacillus agilis LPB 56 em meio sintético

suplementado com fontes de carbono indutoras

Para o teste com caldo MRS adicionado de 1% (m/v) dos carboidratos
indutores, as ativagfes, preparo do indculo e fermentacdo utilizando Lactobacillus
agilis LPB 56 ocorreram conforme descrito no item 3.3.6 do capitulo “Material e
Métodos”. Como resultados, foram obtidos os valores de biomassa em g/L, atividade
enzimatica e pH.

Os resultados estdo apresentados na TABELA 25 e na FIGURA 27. A producédo
de a-Gal no sobrenadante (enzima extracelular) obtido com a adi¢ao de rafinose (1%
m/v) no meio de cultivo foi a que apresentou maior atividade (0,5962 + 0,0884 U/mL).

Entretanto, para as amostras submetidas ao rompimento celular, a producéo
da enzima com adi¢do de amido levou a uma atividade de 0,3252 + 0,0626 U/mL,
valor ainda bem abaixo do descrito em literatura, de aproximadamente 6,0 U/mL
(SANADA, 2009). Mesmo com a mudanca na composi¢cao do meio, com meio MRS
suplementado com fontes de carbono indutoras, a producao e recuperacao da enzima
a-Gal por Lactobacillus agilis LPB 56 ndo se apresenta satisfatéria, devendo ser

testadas outras alternativas e fontes de producdo enzimatica.

TABELA 25 - ATIVIDADE ENZIMATICA PARA a-GAL — SOBRENADANTE E APOS ROMPIMENTO
CELULAR DO MEIO FERMENTADO DE LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56.

MRS com carboidratos indutores - Atividade enzimética (U/mL)

Amido Dextrose Lactose Maltose Melibiose Rafinose

Sobrenadante 0,1355 + 0,1897 + 0,1355+ 10,3794+ 0,2981+ 0,5962+
0,0271 0,0271 0,0813 0,1084 0,0813 0,0884

romAﬁ’r‘r’]z o 03252+ 01376% 02168+ 02710% 02710% 00813+
cglular 0,0626 0,0813 0,0184 0,0002 0,0426 0,0271

* Aplicando-se andlise estatistica, ndo houve diferenca significativa entre as amostras em nivel de
a=5%, exceto para o sobrenadante do meio de cultivo contendo 1% (m/v) de rafinose.
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FIGURA 27 - ATIVIDADE ENZIMATICA DO SOBRENADANTE (S) E ROMPIMENTO CELULAR (R)
EM U/mL POR LACTOBACILLUS AGILIS LPB 56 EM CALDO MRS ADICIONADO DE INDUTORES
APOS 24H DE FERMENTAGAO.

Em relacdo a producdo de biomassa em g/L durante o processo de producéo
de a-Gal (FIGURA 28 e TABELA 26), observa-se que néo houve diferenca expressiva
entre o crescimento de Lactobacillus agilis LPB 56 em meio contendo as diferentes
fontes de carbono indutoras: amido, dextrose, lactose, maltose, melibiose e rafinose.
O menor crescimento ocorreu com a adicdo de rafinose, sendo que a producédo da
enzima foi mais alta neste caso. Com isso, sugere-se que para a linhagem testada e
condicbes empregadas, a producdo de a-Gal ndo dependeu diretamente do
crescimento. Esta condicdo pode ser justificada pelo caldo MRS ja ter em sua
composicao os substratos suficientes para o0 aumento de biomassa, enquanto que 0s
carboidratos suplementares poderiam, entdo, ser utilizados para a producdo de

enzima.
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FIGURA 28 - BIOMASSA EM MASSA SECA (G/L) PARA FERMENTACAO EM CALDO MRS
ADICIONADO DE INDUTORES APOS 24H DE FERMENTACAO.
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TABELA 26 — EVOLUCAO DE BIOMASSA (g/L) PARA FERMENTACAO DE LACTOBACILLUS
AGILIS LPB 56 EM CALDO MRS ADICIONADO DE INDUTORES.

Biomassa (g/L)
Amido Dextrose Lactose Maltose Melibiose Rafinose
24 h 4,73 £ 4,47 3,40 £ 4,60 £ 4,23 £ 3,93+
0,14 0,32 0,27 0,50 0,09 0,28
* Aplicando-se analise estatistica, ndo houve diferenca significativa em nivel de a=5% para as amostras
de biomassa (g/L) quando aplicadas diferentes fontes de carbono.

Para os valores de pH, observou-se que apesar da diminuicdo do valor para as
seis condicOes testadas ndo houve diferenca expressiva entre os seis carboidratos
indutores. Mesmo assim, a maior diferenca de acidificacdo ocorreu para caldo MRS
adicionado de 1% (m/v) de dextrose (reducéo de 6,06 para 4,83). Nestas condicdes,
ocorreu provavelmente maior producao de acidos organicos.

Deste modo, outras linhagens bacterianas foram elencadas para teste de
producdo de a-Gal, baseando-se em outras culturas descritas na literatura e
disponiveis no banco de linhagens do Laboratorio de Processos Biotecnolégicos da
UFPR.

4.3 PRODUCAO DE a-Gal POR LACTOBACILLUS CURVATUS NRRL1 E
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM MEIO SINTETICO E EM VINHACA
DE SOJA

Para a producéo de a-Gal foram realizadas as ativacfes e preparo do in6culo
das linhagens Lactobacillus curvatus NRRL1 e Leuconostoc mesenteroides INRA 23,
as quais ocorreram de acordo com o descrito no item 3.1.2 do capitulo de “Material e
Métodos”, enquanto que as condicdes de fermentacao foram as determinadas no item
3.4.

A condigéo de 30°C a que apresentou melhor crescimento (observagao visual
do turvamento do meio) para as duas linhagens, comprovando o valor de temperatura
indicado em literatura (ATCC, 2014a e ATCC, 2014b). Portanto, para cada ativacao e
posterior repique, a temperatura aplicada foi 30°C por tempo de 24 h.

Para este tempo, foram realizadas as analises de pH e de atividade enzimatica
em U/mL para as trés condi¢cdes de meio de cultivo aplicadas (MRS adicionado de 1%
(m/v) de rafinose, vinhaca pura e vinhacga ajustada a 30° Brix e suplementada com

0,5% (m/v) de extrato de levedura).
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A producdo de a-Gal extra e intracelular pelas duas cepas, em U/mL do
sobrenadante, é mostrada na TABELA 27 e FIGURA 29 nas trés condi¢fes testadas.
O melhor resultado foi obtido com a vinhaga pura: 4,21 U/mL para Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 e aproximadamente 1,92 U/mL para Lactobacillus curvatus
NRRL 1, no sobrenadante. Em relacéo a producéo de a-Gal pelas duas linhagens em
amostras submetidas ao rompimento celular, os dados indicam baixas atividades
enzimaticas, sendo 1,11 U/mL por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 e 1,41 U/mL por
Lactobacillus curvatus NRRL 1, ambos em vinhaca pura.

TABELA 27 - ATIVIDADE ENZIMATICA EXTRA E INTRACELULAR DE a-GAL POR
LACTOBACILLUS CURVATUS NRRL1 E LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23.
Atividade enzimética (U/mL) + DP

Lactobacillus curvatus NRRL 1 Leuconostoc mesenteroides INRA 23
Condicbes MRS + 1% Vinhaca Vinhaga | MRS + 1% Vinhaga Vinhaga
estudadas rafinose Pura Ajustada rafinose Pura Ajustada
Sobrenadante 0,7071 + 1,9192 + 1,0606 + 0,5051 + 42121 + 1,8182 +
0,0001 0,1662 0,1515 0,0000 0,3566 0,4121
rom’?)ﬁ’rzsemo 0,3030 + 14141+ 08586+ | 0,3030% 11111+  1,1111+
celular 0,1010 0,0000 0,0505 0,2020 0,2020 0,0000

* Aplicando-se analise estatistica, houve diferenca significativa em nivel de a=5% somente para a
producéo de a-Gal extracelular por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em vinhaga de soja pura (sem
suplementac¢do), quando comparada aos demais testes aplicados.
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FIGURA 29 - ATIVIDADE ENZIMATICA EXTRA E INTRACELULAR DE a-Gal POR
LACTOBACILLUS CURVATUS NRRL1 E LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 (2).
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Em geral, os melhores valores de obtengcédo da enzima a-Gal ocorreram para a
cepa Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em vinhaca de soja pura, sem que
houvesse a necessidade de rompimento celular, o0 que comprova a atividade
predominante extracelular. Tal fato € uma vantagem, pois elimina uma etapa de
recuperagdo, o rompimento celular, além de evitar perdas por desnaturacdo das
proteinas devido ao processo de rompimento.

Os valores de pH do meio durante o processo de producdo da enzima a-Gal
indicaram que a maior diminuicdo ocorreu para o meio sintético (4,35 para as duas
cepas) enquanto que em vinhaca pura néo ocorreu diminui¢céo significativa do pH, que
permaneceu proximo a 4,8-4,9 para as duas linhagens. A vinhaca apresenta
provavelmente um efeito tamponante, o que pode ser benéfico tanto para a
estabilidade de a-Gal no meio, quanto para a producdo de biomassa, pois sabe-se
que a producdo de &cido no meio de cultivo pode prejudicar o aumento de células
(GHOSH et al., 2007).

A partir dos testes aplicados, conclui-se que o melhor meio para producao de
a-Gal foi a vinhaca de soja pura, tanto pelo valor de atividade em U/mL, quanto pelo
efeito tamponante, que pode ter conferido maior estabilidade para a proteina
produzida.

4.4 PRODUCAO DE INOCULO DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23

A partir desta etapa, foi realizado um estudo detalhado com a cepa
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 para a producéo de a-Gal.

O estudo da producao de indculo ocorreu segundo metodologia descrita no item
3.4.3, do tépico “Material e Métodos”, inicialmente com 2 ativacbes da bactéria
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em estufa a 30°C, seguida de teste de
crescimento de indculo em 6 diferentes condic¢des, previamente descritas.

Em cinco tempos de fermentacgéo (0 h, 6 h, 12 h, 24 h e 30 h) foram retiradas
amostras destinadas as analises de crescimento de biomassa em UFC/mL e pH.

Pode-se perceber na TABELA 31 e FIGURA 30 que a condicéo de crescimento
em estufa a 30°C apresentou fase exponencial de 6 a 12 h de cultivo (7,2.10** UFC/mL
para caldo MRS puro e 5,9.10* UFC/mL para caldo MRS enriquecido), enquanto que

para a agitacdo de 120 rpm, esta fase ocorreu em 24 h, correspondendo a 7,75.10*!
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UFC/mL para caldo MRS puro e 1,01.10%*? UFC/mL para caldo MRS enriquecido. Para
a agitacdo de 50 rpm, as curvas ficaram em regido intermediaria as outras condi¢oes,
mas também com crescimento maximo préximo a 24h: 7,73.10** UFC/mL para caldo
MRS puro e 7,5.10'1 UFC/mL para caldo MRS enriquecido.

A TABELA 28 apresenta todos os valores da cinética de crescimento de

Leuconostoc mesenteroides INRA 23 testada, para as seis condi¢cOes estudadas.

TABELA 28 - EVOLUCAO DA CONTAGEM DE CELULAS VIAVEIS (UFC/mL) DE LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23 EM CALDO MRS.

Biomassa (UFC/mL)
Tempo (h) Orpmp Orpmel. 50rpmp 50rpme.l. 120 rpmp 120 rpm e.l.
0 1,47.10° 2,64.10° 1,95.10° 2,35.10° 2,62.10° 1,50.10°
6 5,93.101° 3,05.10° 2,80.10%° 1,22.10° 1,43.10° 1,78.10%
12 7,20.10* 5,90.10* 1,23.10** 4,55.101 2,30.10''  3,50.10%
24 6,75.101 4,20.10** 7,73.10* 7,50.10'' 7,75.10%' 1,01.10%

30 1,28.101* 1,14.10 1,20.10** 9,30.101° 1,50.10'' 2,43.10%

* A letra “p” indica que foi aplicado caldo MRS puro, enquanto que “e.l.” indica que foi adicionado extrato
de levedura na formulagao. ** Desvio-padrédo desprezivel.
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FIGURA 30 - EVOLUCAO DE BIOMASSA (UFC/mL) DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA
23 EM CALDO MRS.

Em relacdo ao acompanhamento do pH dos meios de cultivo, ndo houve

diferenca significativa entre as amostras, que em geral apresentaram pH inicial
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proximo de 5,70 e pH final variando de 4,23 a 4,38. Esta acidificagdo esté relacionada
ao aumento de biomassa de culturas lacticas (GHOSH et al., 2007).

Com base nos resultados obtidos para producdo do indculo, a condicdo
escolhida para prosseguimento nos testes foi a com agitacdo de 120 rpm com caldo
MRS enriquecido com 0,3% de extrato de levedura (m/v). Isto porque, além da maior
contagem de biomassa (1,01.10'? UFC/mL), facilita o processo de escalonamento em
caso industrial, principalmente em relacdo a homogeneizacéo do meio de cultivo.

Entretanto, é interessante salientar que 0 microrganismo Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 foi capaz de se desenvolver em todas as condicdes
estudadas, sendo que a biomassa obtida a 50 rpm foi intermediaria entre a condicao

cultivo estatico e a de maior agitacao.

4.5. TESTES DE ROMPIMENTO CELULAR PARA RECUPERACAO DA ENZIMA a-
Gal PRODUZIDA POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM VINHACA
DE SOJA

O processo de rompimento celular para a linhagem Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 seguiu o descrito no item 3.4.4, a fim de verificar se havia
também producao intracelular de a-Gal. Foram realizados testes de sonicacao e
rompimento em “French Press”.

Para o teste de sonicacéo, foi utilizado meio fermentado obtido da fermentacéo
em vinhaca pura apos 24 h, com atividade extracelular inicial de 4,18 + 0,25 U/mL. A
amostragem foi feita a cada 5 min de procedimento. Entretanto, ndo houve liberagao
significativa de enzima a-Gal nos tempos estudados, sendo que acima de 15 min
houve superaquecimento da amostra, impedindo procedimento em maior tempo.

Como modo de rompimento celular alternativo, também com meio fermentado
de vinhaca de soja pura, foi testado o equipamento French Press aplicando-se
diferentes condi¢cOes de pressdo do equipamento. Do mesmo modo que para O
processo de sonicacdo, ndo houve liberacdo da enzima intracelular.

Deste modo, optou-se somente por trabalhar com a enzima extracelular
produzida por Leuconostoc mesenteroides padrdo INRA 23 a partir da fermentacao

em meio a base de residuo industrial de soja.
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4.6 PRODUCAO DE o-Gal A PARTIR DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA
23 EM MEIO SINTETICO

Os estudos de otimizacdo das condi¢cdes da producdo da enzima a-Gal foram
iniciados com testes em meio MRS modificado, conforme relatado por Yoon e Hwang
(2008), como forma de comparacdo. Tal fato viria provavelmente facilitar a
recuperacdo e purificacdo da enzima em questdo, especialmente para fins

terapéuticos.

4.6.1 Selecdo de fontes de carbono suplementares da producdo de a-Gal em meio
sintético (MRSm)

Ensaios de otimizagao foram realizados conforme descrito na metodologia no
item 3.4.5.1, sendo estudados os meios MRSm (controle) e MRSm adicionado de 1%
(m/v) dos seguintes carboidratos: dextrose, lactose, maltose, melibiose e rafinose,
apo6s 24h de fermentagéo.

Na TABELA 29 e FIGURA 31, pode-se perceber que o maior valor para
producdo enzimatica ocorreu para o meio controle de MRSm puro (0,3157 + 0,0126
U/mL), enquanto que o menor valor foi para adicdo de dextrose (0,1010 + 0,0001
U/mL). Tal fato demonstra que o meio MRSm possui a concentracdo necessaria de
carbono para o crescimento e producdo da enzima. Contudo, a cepa néo secreta a
proteina de interesse em quantidades expressivas nestas condi¢coes.

A maior acidificagéo foi resultante do uso de lactose como fonte suplementar
de carbono. Sugere-se que a mesma foi utilizada preferencialmente para a producao
de 4cido lactico em detrimento da produgéo de enzima.

TABELA 29 - ATIVIDADE DE a-Gal (U/ML) E PH EM MEIO MRSm SUPLEMENTADO COM FONTES
DE CARBONO E FERMENTADO POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23.

Atividade enzimatica (U/mL)  pH inicial pH final

Controle 0,3157 £ 0,0126 5,23+ 0,00 4,63 +£ 0,00
Dextrose 0,1010 + 0,0001 5,20+ 0,00 4,04 +£ 0,02
Lactose 0,1894 + 0,0379 5,26 £ 0,00 3,99+0,01
Maltose 0,2020 + 0,0458 5,30 £ 0,00 4,03 +0,01
Melibiose 0,1641 + 0,0379 5,21 +0,00 4,07 £ 0,01
Rafinose 0,1768 + 0,0253 5,29 + 0,00 4,07 £ 0,02
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FIGURA 31 — ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 PARA
MEIO MRSm SUPLEMENTADO COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO.

Partindo-se do melhor resultado encontrado com o MRSm, a proxima etapa de
otimizacao consistiu na adicdo de fontes de nitrogénio como indutores de atividade

enzimatica no meio sintético.

4.6.2 Selecao de fontes de nitrogénio suplementares da producao de a-Gal em meio
sintético (MRSm)

Tomando por base a analise com fontes de carbono, elencou-se a melhor
condicao de producdo enzimatica (caldo MRSm puro, com valor de 0,3157 U/mL) a
fim de testar o aumento de atividade enzimatica pela adicdo das seguintes fontes de
nitrogénio, conforme item 3.4.5.2: extrato de carne, extrato de levedura, peptona, ureia
e sulfato de amonio, tendo sido a quantidade de cada reagente determinada com base
no teor de nitrogénio presente na adicédo de 0,3% (m/v) de extrato de levedura como
referéncia.

Foram realizadas as analises de atividade enzimatica (TABELA 30 e FIGURA
32) e de pH para os meios testados apés 24h de fermentacdo. O melhor resultado foi
para MRSm adicionado de ureia (0,3535 + 0,0458 U/mL), seguido do meio MRSm
contendo extrato de carne (0,2146 + 0,0484 U/mL). A menor atividade enzimatica
ocorreu na adicao de sulfato de amonio (0,0884 + 0,0126 U/mL). Os valores de pH

apos 24h variaram de 4,04 a 4,08.
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TABELA 30 - ATIVIDADE ENZIMATICA DE o-Gal (U/mL) E DE PH PARA LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23 EM MEIO MRSm SUPLEMENTADO COM DIFERENTES FONTES DE

NITROGENIO.
Atividade enzimatica (U/mL)  pH inicial pH final
Extrato de levedura 0,1768 £ 0,0258 4,82 £ 0,00 4,06 £ 0,00
Extrato de carne 0,2146 £ 0,0484 4,84 +£ 0,00 4,07 £0,01
Peptona 0,1136 = 0,0379 4,85 + 0,00 4,06 £ 0,00
Ureia 0,3535 £ 0,0458 4,88 £ 0,00 4,08 £ 0,00
Sulfato de amonio 0,0884 £ 0,0126 4,86 = 0,00 4,04 £0,01

0,45

Atividade enzimdtica (U/mL)

m Ext. levedura m Ext. carne m Peptona m Ureia Sulfato de amdnio

FIGURA 32 - ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) PARA LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23
PARA MEIO MRSm CONTENDO DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO.

Os resultados obtidos indicam que a adicdo de ureia aumentou a producéo
enzimatica por Leuconostoc mesenteroides padrdo INRA 23 em aproximadamente
12% quando comparado ao meio sintético MRSm puro. Isto se deve provavelmente
ao fato da relacdo C/N nesta condi¢cdo ter sido favoravel ao crescimento e a
concomitante producdo da enzima. A ureia foi selecionada como fonte de nitrogénio

paras proximas etapas de estudo.

4.6.3 Estudo da influéncia de diferentes sais sobre a atividade de a-Gal em meio
sintético (MRSm)

O teste de producdo enzimatica de a-Gal a partir de Leuconostoc

mesenteroides padrdo INRA 23 ocorreu conforme descrito no item 3.4.5.3, em que
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meio sintético foi adicionado de diferentes sais, conforme Planejamento Fatorial
Fracionado 27-4. Os experimentos foram realizados em incubadora do tipo shaker com
120 rpm de rotacdo a 30°C de temperatura.

Onze ensaios foram aplicados, sendo obtidos os valores de atividade
enzimatica em U/mL (TABELA 31 e FIGURA 33). O melhor resultado para a-Gal foi
resultante do ensaio 2, com 0,9596 + 0,0505 U/mL, no qual o meio de cultivo sintético
MRSm continha ureia (0,08% m/v), 0,15% (m/v) de FeS0a4.7H20, 0,15% (m/v) de
ZnS04.7H20 e 0,15% (m/v) de MnSO4.H20.

TABELA 31 - ESTUDO DA INFLUENCIA DE SAIS (%) SOBRE A ATIVIDADE DE a-GAL DE
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM MRSm POR PLANEJAMENTO FATORIAL
FRACIONADOQ 274,

. FeSO.. MgSO.. MnSO,.
Ensaio 7H,0 KH,PO, CaCl,.H,O NaH,.PO, 7H,0 ZnS0,4.7H,0 H,0 a-Gal (U/mL)

1 0,000 0,000 0,000 0,200 0,200 0,150 0,000 0,3788 + 0,0253
0,150 0,000 0,000 0,000 0,000 0,150 0,150 0,9596 + 0,0505
0,000 0,200 0,000 0,000 0,200 0,000 0,150 0,4040 + 0,0505
0,150 0,200 0,000 0,200 0,000 0,000 0,000 0,9091 + 0,0303
0,000 0,000 0,200 0,200 0,000 0,000 0,150 0,7071 + 0,0001
0,150 0,000 0,200 0,000 0,200 0,000 0,000 0,4040 + 0,0253
0,000 0,200 0,200 0,000 0,000 0,150 0,000 0,3535 + 0,0000

8 0,150 0,200 0,200 0,200 0,200 0,150 0,150 0,3283 + 0,0253
9(C) 0,075 0,100 0,100 0,100 0,100 0,075 0,075 0,7071 + 0,0505
10(C) 0,075 0,100 0,100 0,100 0,100 0,075 0,075 0,7323 £ 0,0126
11 (C) 0,075 0,100 0,100 0,100 0,100 0,075 0,075 0,7195 + 0,0758

N OO~ W|N

1,20
1,00
0,80

0,50

0,40

Atividade enzimatica (U/mL)

0,20

0,00

Ensaios

FIGURA 33 - ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) PARA LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM
MRSm CONTENDO SAIS E ADICIONADOS DE UREIA (0,08% M/V).
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O pH dos ensaios variou de 4,67 a 4,92, indicando que a producéo de acidos
durante o processo néao foi significativa em funcéo da adicao de sais.

Sobre as andlises estatisticas, foi usado o software STATISTICA 7® - Versédo
Trial (StatSoft, Inc.), sendo gerados a tabela de andlise de variancia — ANOVA
(TABELA 32) e gréfico de Pareto. O valor do coeficiente de correlacdo (R?) foi de
aproximadamente 0,89, ou seja, 89% dos valores estdo ajustados. Somente o sal
MgSOa4.7H20 foi significativo para a producdo enzimatica, com valor p inferior a 0,05

(0,0377). Os demais sais ndo apresentaram efeito sobre a atividade de a-Gal.

TABELA 32 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO
CONTENDO SAIS E ADICIONADOS DE UREIA (0,08% M/V).

Fator SS df MS F p
(1) FeS04.7H20 (%) 0,071745 1 0,071745 3,64437 0,152272
(2) KH2PO4 (%) 0,025833 1 0,025833 1,31220  0,335094
(3) CaCl2.H20 (%) 0,092149 1 0,092149  4,68084 0,119179
(4) NaH2.PO4 (%) 0,005111 1 0,005111 0,25960 0,645509
(5) MgS04.7H20 (%) 0,249995 1 0,249995 12,69884 0,037725
(6) ZnS0O4.7H20 (%) 0,020402 1 0,020402 1,03635 0,383622
(7) MnS0O4.H20 (%) 0,015629 1 0,015629 0,79390 0,438565

Error 0,059059 3 0,019686
Total SS 0,539923 10

J& os coeficientes de regressdo constam na TABELA 33.

TABELA 33 — COEFICIENTE DE REGRESSAO PARA DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO
CONTENDO SAIS E ADICIONADOS DE UREIA (0,08% M/V).

Fator Reg. Std. t (3) 0 -95 % +95 %
Coeff. Err. Cnf. Limt Cnf.Limt
Mean/Interc. 0,82755 0,137896 6,00126 0,00927 0,38870 1,266397
(1) FeS04.7H20 (%) 1,26267 0,661420 1,90902 0,15227 -0,84227 3,367601
(2) KH2PO4 (%) -0,56825 0,496065 -1,14551 0,33509 -2,14695 1,010451
(3) CaClz2.H20 (%) -1,07325 0,496065 -2,16353 0,11918 -2,65195 0,505451
(4) NaH2.PO4 (%) 0,25275 0,496065 0,50951 0,64551 -1,32595 1,831451

(5) MgS0a4.7H20 (%) -1,76775 0,496065 -3,56354  0,03773 -3,34645 -0,189049
(6) ZnS0O4.7H20 (%) -0,67333 0,661420 -1,01801  0,38362 -2,77827 1,431601
(7) MnS04.H20 (%) 0,58933 0,661420 0,89101 0,43857 -1,51560 2,694268

Pelos dados obtidos, nota-se que houve diferenca significativa somente para o
MgSOa4.7H20. Conforme grafico de Pareto (FIGURA 34) o valor negativo indica que o
sal deveria ser retirado do meio de cultivo para promover melhor condicdo de

producgéo enzimética.
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FIGURA 34 - GRAFICO DE PARETO COM a = 5% PARA DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO
CONTENDO SAIS E ADICIONADOS DE UREIA (0,08% M/V).

p=,05

Apos o estudo da influéncia de sais sobre a atividade enzimatica, deve-se
considerar que houve aumento da producdo quando comparado ao meio sintético
MRSm (0,3157 + 0,0126 U/mL) e caldo MRSm adicionado de ureia como fonte de
nitrogénio (0,3535 + 0,0458 U/mL), chegando ao valor de 0,9596 + 0,0505 U/mL. Por
isto, julgou-se necessario mais testes de otimizacado, considerando maior faixa de
estudo para adicdo de rafinose (na constituicdo do caldo MRSm) e ureia a fim de
verificar qual a concentracao ideal de cada componente no meio de cultivo. Julgou-se
igualmente necessario aplicar ensaios com diferentes niveis de adicdo de
MgSO0a4.7H20, que apesar de ter sido indicada por andlise estatistica sua retirada do
meio de cultivo, sabe-que que é um grande indutor de a-Gal (ANISHA,
SUKURUMARAN e PREMA, 2008).

4.6.4 Otimizacdo da composicdo do meio de producédo de a-Gal — Estudo da
concentracdo de sais, fontes de carbono e nitrogénio

O estudo da adicdo de sais e fontes de carbono e nitrogénio em diferentes
concentragcbes para producao de a-Gal consistiu em aplicar planejamento Fatorial



116

Fracionado 231, com 3 pontos centrais e 1 variavel de resposta (atividade enzimatica
de a-Gal em U/mL), conforme descrito no tem 3.4.5.4 de “Material e Métodos”.

Os experimentos contendo sais seguiram com adicdo de rafinose de 0 a 10%
(m/v) (na composi¢éao do caldo MRSm), MgS04.7H20 de 0 a 0,15% (m/v) e ureia de
0 a 0,15% (m/v). O melhor resultado de producéo de a-Gal foi de 0,6664 + 0,0852
U/mL para o meio de cultivo contendo 10,0% (m/v) de rafinose, 0,15% (m/v) de
MgSOa4.7H20 e 0,15% (m/v) de adicéo de ureia, conforme os dados da TABELA 34 e
FIGURA 35.

TABELA 34 - ESTUDO DA INFLUENCIA DAS CONCENTRAGCOES DOS COMPONENTES DO MEIO
MRSm SOBRE A ATIVIDADE DE a-Gal DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23.

Rafinose (%) MgS0O..7H20 (%) Ureia (%) Atividade a-Gal (U/mL)
1 0,000 0,000 0,000 0,2455 + 0,0175
2 0,000 0,075 0,150 0,4560 + 0,0351
3 0,000 0,150 0,075 0,2104 +0,0001
4 5,000 0,000 0,150 0,1403 £ 0,0401
5 5,000 0,075 0,075 0,4209 = 0,0000
6 5,000 0,150 0,000 0,3507 + 0,0401
7 10,000 0,000 0,075 0,2455 + 0,0121
8 10,000 0,075 0,000 0,4910 + 0,0501
9 10,000 0,150 0,150 0,6664 + 0,0852
10 5,000 0,075 0,075 0,5261 + 0,0105
11 5,000 0,075 0,075 0,5963 + 0,0105
12 5,000 0,075 0,075 0,6313 + 0,0701
0,80
0,70
E 0,60
=
8 050 z
£ | 3
£ o040 =
35 0,30
: U 1
E 3
z 020 .
=
0,10
0,00

£

Ensaios

FIGURA 35 - ATIVIDADE DE a-Gal POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23
RESULTANTE DO PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRAGCOES DOS COMPONENTES DO MEIO MRSm.
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Observou-se queda da atividade enzimatica de a-Gal do teste anterior (0,9596
+ 0,0505 U/mL) para a otimizacdo atual (0,6664 + 0,0852 U/mL), podendo indicar
alguma represséao catabodlica dos componentes nos niveis estudados para a producao
da enzima. Sobre o pH final do meio apds a fermentacao, este variou de 3,95 para o
ensaio 5 até 4,76, para o ensaio 2.

Aplicando-se o software STATISTICA 7® - Versao Trial (StatSoft, Inc.) para as
andlises estatisticas, o coeficiente de correlacdo (R?) foi de 0,71. Foi gerado o
Diagrama de Pareto (FIGURA 36), em que ndo houve diferenca minima significativa
na adicdo dos reagentes citados em nivel de 5% de significAncia, sendo verificada
também a condicdo de a igual a 10%, em que MgSO4.7H20 foi o Unico fator
significativo para a producdo enzimatica, diferente do observado no tépico anterior
(item 4.6.3). E provavel que este sal esteja relacionado aos maiores niveis de fontes
de carbono e nitrogénio testados para a atividade de a-Gal, sendo um indutor de
producdo. Tal inducdo ja havia sido relatada por Anisha, Sukurumaran e Prema
(2008).

Ureia (%)(Q)

p=05 p=t
FIGURA 36 - GRAFICOS DE PARETO COM a = 5% (A) E a = 10% (B) PARA PLANEJAMENTO
EXPERIMENTAL PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES DOS
COMPONENTES DO MEIO MRSm.

Também foi gerada a Analise de variancia ANOVA (TABELA 35) para erro de
10%, em que se observou diferenca estatistica do sal MgS04.7H20 (%) em sua
interagdo quadratica.
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TABELA 35 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO MRSm.

Fator SS df MS F p
(1)Rafinose (%)(L) 0,040180 1 0,040180 1,965860  0,219816
Rafinose (%)(Q) 0,000123 1 0,000123 0,006011 0,941210
(2)MgS04.7H20 (%)(L) 0,059242 1 0,059242  2,898502  0,149395
MgS04.7H20 (%)(Q) 0,122091 1 0,122091 5,973463 0,058361
(3)Ureia (%)(L) 0,005133 1 0,005133  0,251156  0,637542
Ureia (%)(Q) 0,001508 1 0,001508 0,073780 0,796769

Error 0,102195 5 0,020439
Total SS 0,341609 11

Ja os coeficientes de regressao, também para nivel de significancia de 10%
constam na TABELA 36.

TABELA 36 — COEFICIENTE DE REGRESSAO PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO MRSm.
Reg. Std. -90 % +90 %

Fator Coeff. Err. t@d) P Cnf. Limt Cnf. Limt
Mean/Interc. 0,1099 0,12243 0,89745 0,410605 -0,1368 0,35657
(1) Rafinose (%)(L) 0,0136  0,03800  0,35687 0,735757  -0,0630 0,09014
Rafinose (%)(Q) 0,0003 0,00362 0,07753 0,941210 -0,0070 0,00757

(2) MgS0a4.7H,0 (%)(L) _ 7,2180  2,53364 _ 2,84884 0,035872  2,1125 12,32337
MgSO4.7H20 (%)(Q)  -39,287 16,07448 -2,44407 0,058361  -71,6780 _ -6,89625
(3) Ureia (%)(L) -0,2649 253364 -0,10457 0,920785 _ -5,3703 4,84048
Ureia (%)(Q) 43662 16,07448 0,27162 0,796769  -28,0246 __ 36,75708
0,1099 0,12243  0,89745 0,410605  -0,1368 0,35657

A superficie de resposta (FIGURA 37) indica que a adicdo de MgSO4.7H20 é
benéfica para a producdo enzimatica quando na faixa de 0,08 a 0,10% (m/v),

juntamente da suplementacao de ureia no meio de cultivo.
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FIGURA 37 - SUPERFIQIE DE RESPOSTA PARA ADIC}AO DE UREIA E MgS04.7H20 EM MRSm
PARA PRODUCAO DE a-GAL POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23.

A produgcdo da enzima a-Gal com base na concentragdo de ureia e de
MgSOa4.7H20 pode ser obtida através do modelo:

z= 01847 + 7,2180.A - 39,2871.4% - 0,2649.B + 4,3662. B2 (4)

Em que Z é a a-Gal (U/mL), A é a concentracdo de MgSOa4.7H20 em % (m/v) e
B é a porcentagem de ureia (m/v).

Também foi gerada a superficie de resposta da FIGURA 38, em que podemos
perceber a influéncia da adi¢éo de rafinose na atividade de a-Gal, em que o0 aumento

do oligossacarideo e a adicado de 0,08 a 0,10% (m/v) de MgS0Oa4.7H20 estimulam a
producgéo enzimética.
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FIGURA 38 - SUPERFICIE DE RESPOSTA PARA ADICAO DE RAFINOSE E MgS04.7H20 E
MRSm PARA A PRODUCAO DE o—-GAL POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23.

A superficie de resposta acima apresentada € descrita pelo modelo:
z= 0,1146 + 7,2180.A - 39,2871.4% - 0,0136.C + 0,0003.C? (5)

Em que Z é a a-Gal (U/mL), A é a concentracdo de MgSOa4.7H20 em % (m/v) e
C é a porcentagem de rafinose (m/v).

A patrtir dos resultados obtidos pelo planejamento utilizando caldo MRSm como
meio sintético, conclui-se que a melhor composi¢cdo de meio para a producdo da
enzima estudada foi: 10,0% (m/v) de rafinose, 0,15% (m/v) de MgS0Oa4.7H20 e 0,15%
(m/v) de ureia, a 30°C e com 120 rpm de agitacao, resultando em atividade enzimatica
de 0,67 £ 0,09 U/mL.

Contudo, os resultados de producdo de a-Gal extracelular em MRSmM
continuaram a nao ser satisfatorios quando comparado ao descrito em literatura, tais
como para Leuconostoc mesenteroides JK55 (5,47 U/mL) (YOON e HWANG, 2008) e
para Lactobacillus agilis LPB 56 (SANADA, 2009). Isto levou a continuacdo dos

estudos em meio alternativo vinhaga de soja.
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4.7 PRODUCAO DE a-Gal A PARTIR DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA
23 EM VINHACA DE SOJA

A produgdo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 foi testada em
meio sintético (caldo MRSm), conforme citado no item anterior, e também para a
vinhaca de soja, que é um residuo industrial com composicao rica em oligossacarieos
essenciais para a produgdo da a-Gal. Deste modo, foram feitos estudos de

suplementacao e otimizacdo a fim de verificar incremento na atividade enzimatica.

4.7.1 Selegao de fontes de nitrogénio sobre a atividade de a-Gal em vinhaca de soja

O estudo da adicdo de fontes de nitrogénio a vinhaca de soja seguiu a
metodologia descrita no item 3.4.6.1. Foram estudadas as condi¢cdes de vinhaca de
soja pura (controle) e vinhaca de soja adicionada de extrato de carne, extrato de
levedura, peptona, ureia e sulfato de amonio.

A quantidade de cada reagente foi determinada com base no teor de nitrogénio
presente na adicdo de 0,3% (m/v) de extrato de levedura como referéncia.

Foram realizadas as andlises de atividade enzimatica (U/mL) e de pH para os
meios testados apos 24h de fermentacao, sendo os resultados expostos na TABELA
37 e FIGURA 39. O melhor resultado foi para a vinhaca de soja pura (4,4485 + 0,0505),
seguida do meio contendo peptona bacteriolégica (4,0909 + 0,3535 U/mL). A menor
atividade enzimatica ocorreu na adi¢ao de ureia (3,3586 + 0,4798 U/mL). Dos valores
de pH, a vinhaca de soja pura apresentou maior efeito tamponante (4,83 + 0,02),
enguanto que a peptona bacterioldgica e o sulfato de aménio foram os meios de cultivo

com maior acidificacao, de 4,66 + 0,00 e 4,66 + 0,01, respectivamente.

TABELA 37 - ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) E PH PARA LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA
23 EM VINHACA DE SOJA SUPLEMENTADA COM DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO.

Atividade enzimatica (U/mL) pH final
Vinhaga de soja pura 4,4485 + 0,0505 4,83 £ 0,02
Extrato de levedura 2,7273 = 0,5051 4,78 + 0,01
Extrato de carne 3,8889 + 0,1515 4,70 + 0,02
Peptona 4,0909 = 0,3535 4,66 + 0,00
Ureia 3,3586 + 0,4798 4,69 £+ 0,00

Sulfato de amoénio 3,5859 + 0,4586 4,66 + 0,01




122

e
g 3

L
Ln
=]

—
—

=

................ [

Atividade enzimatica (LI/mL)
ook pa
2 5 5 3

=
[X]
=]

0,00

mVinhagadesoja mExt levedura mExt decarne mPeptona Ureia @ Sulfato de amdnio

FIGURA 39 - ATIVIDADE DE a-Gal PARA PARA LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM
VINHACA DE SOJA SUPLEMENTADA COM DIFERENTES FONTES DE NITROGENIO.

Os resultados obtidos indicam que ndo € necessaria a adicdo de fonte de
nitrogénio para que ocorra aumento da atividade enzimatica por parte da fermentacéo
com Leuconostoc mesenteroides padrao INRA 23.

4.7.2 Selecdo de fontes de carbono suplementares sobre a atividade de a-Gal em

vinhaca de soja

O estudo de selecédo de fontes de carbono para a producdo de a-Gal por
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em vinhaga de soja seguiu a metodologia
descrita no item 3.4.6.2. Neste caso, foram adicionados ao meio de cultivo os
seguintes agucares na condigdo de 1% (m/v): dextrose, maltose, melibiose, lactose e
rafinose. O controle foi realizado com a vinhaca de soja sem suplementacdo de
carboidratos.

A TABELA 38 apresenta os resultados da atividade enzimatica em U/mL e de
pH. A maior atividade de a-Gal foi obtida com a adi¢ao de rafinose (5,9596 + 0,3030
U/mL), seguida de maltose (4,7475 + 0,6061 U/mL) e da vinhaca de soja pura (4,2929
+ 0,3566 U/mL). Em relacdo ao controle, a rafinose resultou em aumento de
aproximadamente 39% de a-Gal, comprovando que este oligossacarideo é um indutor
de producgéo para a enzima em questao.

A FIGURA 40 apresenta de forma grafica os valores de atividade enzimatica da
TABELA 38.
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TABELA 38 - ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) PARA LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM
VINHACA DE SOJA SUPLEMENTADA COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO.

Indutores Atividade enzimatica (U/mL) pH final
Controle 4,2929 + 0,3566 4,75+ 0,01
Dextrose 2,5253 + 0,4040 4,32 +0,01
Lactose 3,8384 + 0,4040 4,55 £ 0,00
Maltose 4,7475 + 0,6061 4,37 +£0,01
Melibiose 3,1061 + 0,6313 4,53 +0,01
Rafinose 5,9596 + 0,3030 4,70 £ 0,00

5,00

=
=]
=]

3,00

2,00

Atividade enzimatica (U/mL)

1,00

0,00
m Vinhaca pura Dextrose mlactose mMaltose Melibiose m Rafinose

FIGURA 40 - ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) PARA LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM
VINHACA DE SOJA SUPLEMENTADA COM DIFERENTES FONTES DE CARBONO.

Estes resultados de producdo enziméatica foram superiores aos citados em
literatura, como por exemplo para Lactobacillus fermenti NRRL B-585 (1,1 U/mL)
(MUDGETT e MAHONEY, 1985) e Lactobacillus fermentum CRL 722 (5,0 U/mL) (LE
BLANC et al., 2005). Também foi superior ao Leuconostoc mesenteroides JK55 (5,47
U/mL), estudado por Yoon e Hwang (2008), que foi uma das referéncias para a selegao
de novas linhagens do presente trabalho.

Em relac&o ao pH, a vinhaga de soja pura (4,75 £ 0,01) apresentou maior efeito
tamponante, além da vinhaca de soja contendo 1% (m/v) de rafinose (4,70 + 0,00). O
gue promoveu a maior producéo de acido foi vinhaca de soja adicionada de 1 % (m/v)
de dextrose (4,32 £ 0,01).

Partindo-se da melhor condigcdo encontrada (1% (m/v) de rafinose), foram

testadas mais condi¢Oes (adicdo de sais, interagcdes entre concentracoes de fontes de
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carbono e nitrogénio) a fim de verificar o incremento na produgéo enzimatica de a-Gal

por Leuconostoc mesenteroides INRA 23.

4.7.3 Otimizacao das concentracdes de sais sobre a a-Gal em vinhaca de soja

O teste de producdo enzimética de a-Gal a partir de Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 ocorreu conforme descrito no item 3.4.6.3 do topico “Material
e Métodos”, no qual meio contendo vinhaga de soja suplementada somente com 1%
(m/v) de rafinose foi submetida ao planejamento experimental do Fatorial Fracionado
274, contendo 7 variaveis independentes (7 sais), 1 variavel de resposta (atividade
enzimatica em U/mL), adicionados de 3 pontos centrais. A temperatura do shaker
variou até 2,8°C acima da temperatura étima.

Com os 11 ensaios aplicados, foram obtidos os valores de atividade a-Gal em
U/mL (TABELA 39 e FIGURA 41), sendo que o melhor resultado foi resultante do
ensaio 3, de 6,41 =+ 0,16 U/mL, com meio de cultivo contendo 1% (m/v) de rafinose,
0,05% de FeS04.7H20, 0,15% de KH2PO4, 0,10% de CaCl2.H20, 0,10% de NaH2.POa,
0,20% de MgS04.7H20, 0,05% de ZnS04.7H20 e 0,15% de MnS0O4.H20, incubado em

shaker com 120 rpm de rotacao e a 30°C.

TABELA 39 - ESTUDO DA INFLUENCIA DE SAIS (%, M/V) SOBRE A a-Gal (U/mL) PARA
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM VINHACA DE SOJA - PLANEJAMENTO
FATORIAL FRACIONADO 274,

Ensaio Ffi%“' KH,PO, CaCl,.H,O NaH,.PO, M79|i84' ZnS0,.7H,0 '\H/'Z”OSO“' a-Gal (U/mL)
1 0,05 0,05 0,10 0,20 0,20 0,15 0,05 3,6869 + 0,8586
2 0,15 0,05 0,10 0,10 0,10 0,15 0,15 1,9697 + 0,2525
3 0,05 0,15 0,10 0,10 0,20 0,05 0,15 6,4141 + 0,1616
4 0,15 0,15 0,10 0,20 0,10 0,05 0,05 2,3232 +£0,1010
5 0,05 0,05 0,20 0,20 0,10 0,05 0,15 2,6768 + 0,5556
6 0,15 0,05 0,20 0,10 0,20 0,05 0,05 3,1313 +0,8182
7 0,05 0,15 0,20 0,10 0,10 0,15 0,05 2,4242 + 0,1010
8 0,15 0,15 0,20 0,20 0,20 0,15 0,15 3,5354 + 0,9091

9 (C) 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,10 0,10 4,1919 + 0,8586

10(C) 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,10 0,10 3,3838 + 0,1515

11(C) 0,10 0,10 0,15 0,15 0,15 0,10 0,10 2,2222 £+ 0,5051
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FIGURA 41 - ESTUDO DA INFLUENCIA DE SAIS (%) SOBRE A a-Gal (U/mL) PARA
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM VINHACA DE SOJA - PLANEJAMENTO
FATORIAL FRACIONADO 274,

Em relacdo ao pH, o que apresentou maior efeito tamponante foi o meio de
cultivo de nimero 1, contendo 0,05% de FeS0O4.7H20, 0,05% de KH2POa4, 0,10 % de
CaClz2.H20, 0,20% de NaH2.PO4, 0,20% de MgS04.7H20, 0,15% de ZnSO4.7H20 e

0,05% de MnS0Oa4.H20.

Para as andlises estatisticas, foi usado o software STATISTICA 7® - Versédo

Trial (StatSoft, Inc.), sendo gerados a tabela de analise de variancia — ANOVA

(TABELA 40) e gréfico de Pareto.

O coeficiente de correlacdo (R?) de

aproximadamente 0,88, ou seja, 88% dos valores estdo ajustados, com valor minimo

recomendado de 70%.

TABELA 40 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA DIFERENTES ENSAIOS DE VINHACA DE
SOJA CONTENDO SAIS.

Fator SS df MS F p
(1) FeS04.7H20 (%) 2,24977 1 2,249770 3,44226 0,160572
(2) KH2PO4 (%) 1,30599 1 1,305989 1,99823 0,252382
(3) CaClz2.H20 (%) 0,86216 1 0,862157 1,31914 0,334020
(4) NaH2.PO4 (%) 0,36858 1 0,368585 0,56395 0,507210
(5) MgS04.7H20 (%) 6,79650 1 6,796500 10,39897  0,048409
(6) ZnS0O4.7H20 (%) 1,07259 1 1,072595 1,64112 0,290224
(7) MnS0O4.H20 (%) 1,14784 1 1,147842 1,75625 0,276982

Error 1,96072 3 0,653574
Total SS 15,76416 10

Os coeficientes de regressao para erro de 5% constam na TABELA 41.
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TABELA 41 — COEFICIENTE DE REGRESSAO PARA DIFERENTES ENSAIOS DE VINHAGA DE

SOJA CONTENDO SAIS.

Reg. 295 % 195 %

Fator Coofi, SW.ET. 1@ P Cnf.Limt  Cnf. Limt
Mean/interc. 23600  1,800073 124861 0300372  -3.6551 837502

(1) FeSO..7H:0 (%) _ -10,6061 5,716530 -1,85533 0,160572 28,7986 7.,58649
(2) KH2PO4 (%) 8.0808 5716530 141359 0252382 -10,1117 _ 26,27336
(3) CaClo.H20 (%) -6,5657 5716530 -1,14854 0,334020 _ -24,7582 _ 11,62689
(4) NaH2.PO. (%) 4.2929 5716530 -0.75097 0,507210  -22.4855  13,89962
(5) MgSO4.7H:0 (%) 18,4343 5716530  3,22474 0048409 02418 36.62689
(6) ZnSO4.7H:0 (%) -7,3232 5716530 -1,28106 0.290224 255158 __ 10.86932
(7) MnSOa.H:0 (%) 7.5758 5716530 1,32524 _ 0.276982 _ -10,6168 2576831

O diagrama de Pareto (FIGURA 42) também indica que somente o sal

MgSOa4.7H20 sal apresentou efeito significativo sobre a producdo da enzima.

(5)MgS0,.TH,0 (%)

(1)FeS0O, 7H,0 (%)

(2)KHP O, (%)

(TIMNSO,.H,0 (%)

(6)ZnSO4.7TH.0 (%)

(3)CaCly.H,0 (%)

{4)NaH,.PO, (%) [

- 750968

-1,14854

1,413586

1,325237

3,20474

-1,85533

-1,28106

p=05

FIGURA 42 - DIAGRAMA DE PARETO PARA PRODUGCAO DE a-GAL DE LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23 EM VINHACA DE SOJA CONTENDO SAIS.

Apesar da tendéncia do aumento de producdo enzimatica via suplementagéo

dos meios de cultivo com KH2PO4 e com MnS0Oa4.H20, o resultado da analise de

variancia indicou que somente o sal MgSO4.7H20 foi significativo em nivel de 5%,

comprovando seu efeito indutor relatado por Anisha, Sukurumaran e Prema (2008).

Na sequéncia, as concentragbes dos componentes e suas interagcbes com 0s outros

fatores (como concentracdo de rafinose e da fonte de nitrogénio) foram estudadas a

fim de verificar incremento na producéo de a-Gal.
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4.7.4 Otimizacao da composi¢cao do meio de producgéo de a-Gal em vinhaca de soja —
Estudo da concentracéo de sais, fontes de carbono e nitrogénio

O estudo da adicdo de sais e fontes de carbono e nitrogénio em diferentes
concentragcbes consistiu em aplicar Planejamento Experimental do tipo Fatorial
Fracionado 231 com 3 pontos centrais e 1 variavel de resposta (atividade enzimatica
em U/mL), conforme apresentado no item 3.4.6.4 de “Material e Métodos”.

Os experimentos contendo sais seguiram conforme a TABELA 42, com a
porcentagem adicionada de cada fator. A adicdo de rafinose foi de 0 a 10% (m/v),
MgS0a4.7H20 de 0 a 0,50% (m/v) e (NH4)2SO4 de 0 a 1,5% (m/v).

O melhor resultado para a atividade de a-Gal foi de 7,7778 £ 0,1011 U/mL para
o meio de cultivo contendo 5,0% (m/v) de rafinose, 0,50% (m/v) de MgS0Oa4.7H20 e
nenhuma adi¢céo de (NH4)2SOa.

Para os resultados de pH, o que apresentou maior efeito tamponante em

relacdo ao inicial de 4,72 foi para vinhaca de soja pura.

TABELA 42 - ESTUDO DA INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO
DE VINHACA DE SOJA SOBRE A ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) POR LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23.

Rafinose (%) MgS04.7H20 (%) (NH4)2S04 (%) a-Gal (U/mL) pH final
1 0,0000 0,0000 0,0000 6,3131 + 0,8687 4,72+ 0,01
2 0,0000 0,2500 1,5000 5,9091 + 0,6667 4,65+ 0,00
3 0,0000 0,5000 0,7500 4,4444 + 0,2020 4,65+ 0,00
4 5,0000 0,0000 1,5000 1,3636 * 0,5556 4,53+ 0,00
5 5,0000 0,2500 0,7500 1,4646 * 0,4545 4,50+ 0,00
6 5,0000 0,5000 0,0000 7,7778 £0,1011 4,49+ 0,02
7 10,0000 0,0000 0,7500 1,3636 + 0,1515 4,46+ 0,00
8 10,0000 0,2500 0,0000 3,1818 + 0,0505 4,47+ 0,01
9 10,0000 0,5000 1,5000 2,5253 + 0,9091 4,48+ 0,00
10 5,0000 0,2500 0,7500 4,7980 £ 0,4545 4,51+ 0,01
11 5,0000 0,2500 0,7500 4,6780 £ 0,7778 4,51+ 0,00
12 5,0000 0,2500 0,7500 4,7268 + 0,5556 4,52+ 0,00

Ja em relacdo a atividade de a-Gal, a FIGURA 43 expde de forma grafica a
producdo enzimatica, sendo que o0 ensaio 6 apresentou resultado superior as outras
condicbes estudadas, com valor de 7,78 + 0,10 U/mL. Os ensaios 4 e 7 apresentaram

atividade de aproximadamente 1,36 U/mL.
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FIGURA 43 - ESTUDO DA INFLUENCIA DAS CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO
DE VINHACA DE SOJA SOBRE A ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) POR LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23.

Aplicando-se o software STATISTICA 7® - Verséo Trial (StatSoft, Inc.) para as
andlises estatisticas, foram gerads o Diagrama de Pareto e a tabela de andlise de
variancia — ANOVA, com coeficiente de correlacdo (R?) de 0,72.

O Diagrama de Pareto (FIGURA 44) demonstra que ndo houve diferenca
significativa na adicdo dos reagentes citados em nivel de 5% de significancia, sendo
verificada também a condicao de a igual a 10%, em que a rafinose foi o Unico fator

gue apresentou diferenca.

p=05 p=1
FIGURA 44 - GRAFICOS DE PARETO COM a = 5% (A) E a = 10% (B) PARA COMPONENTES DO
MEIO DE VINHACA DE SOJA SOBRE A ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) POR LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23.
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Também foi gerada a Andlise de variancia ANOVA (TABELA 43) para erro de
10%, em que se observou diferenca estatistica da rafinose (% m/v) quando adicionada

ao meio de cultivo a base de vinhaca de soja.

TABELA 43 — ANALISE DE VARIANCIA (ANOVA) PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO DE VINHACA DE SOJA.

Fator SS df MS F p
(1) Rafinose (%)(L) 15,34688 1 15,34688 5,746032 0,061843
Rafinose (%)(Q) 0,30914 1 0,30914 0,115747  0,747521
(2) MgS04.7H20 (%)(L) 5,42869 1 5,42869 2,032557 0,213287
MgS04.7H20 (%)(Q) 0,26634 1 0,26634 0,099721 0,764920
(3) (NH4)2S04 (%)(L) 9,31186 1 9,31186 3,486456 0,120847
(NH4)2S04 (%)(Q) 4,32339 1 4,32339 1,618723 0,259226

Error 13,35433 5 2,67087
Total SS 47,76663 11

Ja os coeficientes de regressao, também para nivel de significancia de 10%
constam na TABELA 44.

TABELA 44 — COEFICIENTE DE REGRESSAO PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRACOES DOS COMPONENTES DO MEIO DE VINHACA DE SOJA.

Reg. -90 % +90 %
Fator Coegff. Std. Err. td) P Cnf. Limt Cnf. Limt
Mean/Interc. 6,17967 1,39951 4,41559 0,006920 3,3596 8,99975
(1) Rafinose (%)(L) -0,1792 0,43444  -0,41249 0,697071 -1,0546 0,69622
Rafinose (%)(Q) -0,0141  0,04134  -0,34022 0,747521 -0,0974 0,06924

(2) MgSO.7H.0 (%)(L)  6,41600 8,68887  0,73842 0,493442  -11,0925  23,92450
MgSO4.7H.0 (%)(Q)  -52224 16,53774 -0,31579  0,764920  -38,5467 _ 28,10194
(3) (NH4)>SOs (%)(L) _ -5,1678  2,89629  -1,78430 0,134449  -11,0040 _ 0,66832

(NH4)>S04 (%)(Q) 2,33787 1,83753 127229 0,259226 _ -1,3648 6,04057

A superficie de resposta (FIGURA 45) indica que a quantidade de rafinose deve
ser diminuida do meio (10% foi excessivo), enquanto que a adicdo de MgS0O4.7H20
deve ser intermediaria, confirmando as condi¢des do resultado de 7,7778 + 0,1011
U/mL como sendo a ideal: 5,0% (m/v) de rafinose, 0,50% (m/v) de MgS0O4.7H20 e
nenhuma adicao de fonte de nitrogénio.
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FIGURA 45 - SNUPERFI'CIE DE RESPOSTA PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRACOES DE RAFINOSE E MgS04.7H20 NA a-GAL POR LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23 EM MEIO DE VINHACA DE SOJA.

A producédo da enzima a-Gal com base na concentracdo de rafinose e de

MgS04.7H20 pode ser obtida através do modelo:

z = 3,6502 —0,1416.A- 0,0178.4% + 7,1671.B — 6,7246. B> (6)

Em que Z é a atividade de a-Gal em U/mL, A é a concentracao de MgS04.7H20
em % (m/v) e B é a concentracdo de rafinose em % (m/v).

Também foi verificada a superficie de resposta que relaciona a atividade
enzimatica em U/mL com a fonte de nitrogénio ((NH4)2SO4) e com o sal MgS04.7H20
(FIGURA 486).
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FIGURA 46 - SyPERFiCIE DE RESPOSTA PARA ESTUDO DA INFLUENCIA DAS
CONCENTRACOES DE (NH4)2S04 E MgS04.7H20 NA a-GAL POR LEUCONOSTOC
MESENTEROIDES INRA 23 EM MEIO DE VINHACA DE SOJA.

Com base na superficie de resposta gerada, o modelo para determinacdo de
a-Gal encontrado foi:

z= 49632+ 7,1671.A- 6,7246.A* — 4,9175.B + 2,1710. B> (7)

Em que Z é a atividade de a-Gal em U/mL, A é a concentracdo de MgSOa4.7H20
em % (m/v) e B é a concentracdo de (NH4)2SO4 em % (Mm/v).

A partir dos resultados obtidos pelos planejamentos experimentais utilizando a
vinhaca de soja como meio de cultivo base, conclui-se que a melhor condi¢cdo para
produzir a enzima a-Gal foi a do residuo contendo 5,0% (m/v) de rafinose e 0,50%
(m/v) de MgS0a4.7H20, a 30° C e com 120 rpm de agitacao.
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4.7.5 Estudo da taxa de inoculacdo para a producdo de a-Gal por Leuconostoc

mesenteroides INRA 23 em vinhaca de soja

O teste da melhor condic&o de inoculacao seguiu a metodologia do item 3.4.7,
em que foram analisadas 3 taxas de inoculacao: 5% (v/v), 10% (v/v) e 15% (v/v) em
triplicata em frascos de Erlenmeyer de 125 mL contendo vinhaga de soja enriquecida
com 5% (m/v) de rafinose e 0,5% (m/v) de sulfato de magnésio.

Os dados obtidos (TABELA 45) indicam que 10% (v/v) foi a condicdo em que
houve maior produgdo da enzima a-Gal em vinhaca de soja (7,17 + 0,94 U/mL),
enquanto que com 15% (v/v) a producéo de enzima diminuiu (5,35 + 0,54 U/mL). Tal
fato pode estar relacionado ao maior consumo dos substratos do meio de cultivo
devido a maior quantidade de biomassa, causando entdo a diminuicdo das condicdes

necessarias para a producao enzimatica.

TABELA 45 - ATIVIDADE DE a-GAL PARA DIFERENTES CONCENTRACOES DE INOCULO DE
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23.

In6culo pH inicial pH final Atividade enzimética (U/mL)
5% (V/V) 4,80 + 0,00 4,55 + 0,02 6,70 +0,70
10% (v/v) 4,87 + 0,00 4,55 + 0,03 7,17 + 0,94
15% (v/v) 4,94 + 0,00 4,55 + 0,00 5,35+0,54

Com a melhor condig&o de taxa de inoculacdo definida, foi realizada a cinética

de producdo enzimatica, apresentada no item a seguir.

4.7.6 Cinética de producédo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em

frascos de Erlenmeyer

O estudo da cinética de producdo de a-Gal pela linhagem Leuconostoc
mesenteroides padrdo INRA 23 ocorreu conforme especificado no item 3.4.8,
utilizando vinhaca de soja enriquecida com 5% (m/v) de rafinose e 0,5% (m/v) de
sulfato de magnésio, com 10% (v/v) de inéculo e a 30°C em 120 rpm de agitacao.

Na TABELA 46 é possivel observar os dados de biomassa em massa-seca
(g/L), acucares totais (g/L), pH, atividade de a-Gal (U/mL) e produtividade (U/mL.h)
nos tempos de Oh, 6h, 12h, 24h, 30h, 36h, 48h e 72h.
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TABELA 46 - VALORES DE BIOMASSA (g/L), ACUCAF\:ES TOTAIS (g/L), ATIVIDADE ENZIMATICA
(U/mL) E PRODUTIVIDADE (U/mL.h) PARA PRODUCAO DE a-GAL EM VINHACA DE SOJA POR
LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM ERLENMEYERS.

Tempo Biomassa Acucares Atividade a-Gal Produtividade
(h) (g/L) totais (g/L) pH (U/mL) (U/mL.h)
0 0,23+0,07 131,52+0,48 4,80+ 0,00 0,00 + 0,00 0,0000
6 555+1,10 105,71+0,51 4,68 0,00 2,65 + 0,47 0,4419
12 6,20+1,85 9539+140 4,67%0,00 6,53 + 0,09 0,5445
24 825+1,70 91,52+0,77 4,66 0,00 7,48 £ 0,47 0,3117
30 890+135 8825+133 4,53+0,04 573+0,43 0,1910
36 10,58 +1,85 95,02+259 4,05+0,00 4,88 +0,14 0,1355
48 10,70+ 1,15 94,44+143 4,04 +0,00 2,79+0,14 0,0582
72 11,95+1,30 92,15+1,89 4,19+0,02 2,27 £ 0,09 0,0316

O pico de de a-Gal (FIGURA 47) ocorreu em 24h, o mesmo periodo de

crescimento de biomassa até seu ponto maximo da fase logaritmica, correspondendo

a 7,4811 + 0,4735 U/mL. A partir de 24h, a producdo enzimatica extracelular decai,

chegando a 2,2727 + 0,0947 em 72h de amostragem. J& a maior produtividade foi de
0,545 U/mL.h em 12h de fermentacéo.
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FIGURA 47 - EVOLUGAO DA PRODUGAO DE a-GAL DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES
INRA 23 EM ERLENMEYERS - ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL) E PRODUTIVIDADE (U/mL.h).
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A relacdo entre consumo de acgUcares totais (g/L) e a producédo de biomassa

(g/L) pode ser observada pela FIGURA 48, em que o aumento de biomassa esta

relacionada ao consumo de carboidratos especialmente até o periodo de 24 h, que

corresponde a fase exponencial de crescimento de Leuconostoc mesenteroides INRA

23. Para a acidez, o valor inicial da fermentacdo era de 4,80, chegando a

aproximadamente 4,00 no final do estudo aplicado.
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FIGURA 48 - EVOLUGCAO DA BIOMASSA (G/L) DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 E
CONSUMO DE AGCUCARES TOTAIS (G/L) - FERMENTACAO SUBMERSA EM ERLENMEYERS.

Para a cinética de producdo de a-Gal em Erlenmeyers, foi realizada a

determinacdo da velocidade especifica de crescimento em sistema de batelada,

conforme a equacdo proposta por Bailey e Ollis (1986) e também aplicado por
Gonzaga et al. (2009):

SR
I

concentracdo de biomassa inicial (g/L)

concentracdo de biomassa (g/L) em certo ponto do processo.

= velocidade especifica de crescimento celular (h1).

(8)
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A fim de obter o valor de pesp. para a biomassa (g/L) em vinhaca de soja por
FSm, foi gerada a curva da FIGURA 49 com base nas concentragdes de 12, 18 e 24
h de fermentacao, correspondentes ao intervalo de fase logaritimica para a linhagem
Leuconostoc mesenteroides INRA 23. O coeficiente angular gerado pela equacao da

linha de tendéncia indica pesp. de 0,0238 h1, com ajuste dos dados de 99,81%.

y=0,0238x + 0,0274
R*=0,9981

:

L=
%

Ln (Cx/Cx0)

8§

[ 12 12 24 30
Tempo (h}

FIGURA 49 - DETERMINAGCAO DA VELOCIDADE ESPECIFICA DE CRESCIMENTO (esp) EM
SISTEMA DE BATELADA PARA PRODUGCAO DE a-GAL EM ERLENMEYERS.

Com os valores obtidos, conclui-se que a melhor condi¢do para producéo de a-
Gal extracelular via Leuconostoc mesenteroides INRA 23 a partir de vinhaga de soja

enriquecida em FSm ocorreu em 24h, a 30°C e 120 rpm de agitacéo.

4.7.7 Cinética de producdo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em

biorreator

Para a cinética da producédo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA
23 em biorreator (FIGURA 50), a vinhaca de soja foi empregada nas mesmas
condicBes otimizadas em frascos de Erlenmeyer, contendo 5% (m/v) de rafinose, 0,5%
(m/v) de sulfato de magnésio, inéculo a 10% (v/v) e temperatura de 30°C. A agitacao

foi de 300 rpm e 1 vwm de aeracéao.
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FIGURA 50 - PRODUCAO DE a-Gal POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 EM
VINHACA DE SOJA.

Na TABELA 47, observam-se os valores de biomassa em massa seca (g/L),
acucares totais (g/L), pH, atividade enzimatica (U/mL) e produtividade (U/mL.h). A
maior atividade de a-Gal encontrada foi de 8,84 + 0,05 U/mL para o tempo de 24h de
fermentacdo, superior em aproximadamente 18% quando comparado ao mesmo
processo em escala de Erlenmeyers (7,48 = 0,47 U/mL).

A produtividade mais alta foi de 0,5724 U/mL.h em 12 h de fermentag&o, mesmo
tempo em que ocorreu para menor escala de processo (0,5445 U/mL.h). Este
resultado foi superior aos dados encontrados em literatura: 0,21 U/mL.h para
producdo de a-Gal via Lactobacillus agilis LPB 56 para fermentacdo em biorreator
(SANADA, 2009) e 0,21 U/mL.h via Lactobacillus fermentum CRL 722 (LE BLANC et
al., 2004).
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TABELA 47 - CINETICA DE PRODUGAO DE a-Gal POR LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA
23 EM VINHACA DE SOJA EM BIORREATOR.

Tempo Biomassa AcUcares Atividade a-Gal Produtividade
(h) (g/L) totais (g/L) pH (U/mL) (U/mL.h)
0 0,22+0,16 114,21+0,70 4,86 +0,02 0,00 £ 0,00 0,0000
4 243+0,31 113,22+0,96 4,60+0,01 1,42 + 0,40 0,3561
8 547 +0,42 109,33+0,19 4,40+0,01 3,33+0,30 0,4167
12 9,20+1,42 108,37 £0,43 4,27 £0,02 6,87 £ 0,40 0,5724
24 13,22+0,14 97,87+0,63 3,99+0,01 8,84 + 0,05 0,3681
48 15,22 +0,44 96,04+1,10 3,92+0,01 591+0,16 0,1231
72 17,18+ 0,71 92,33+0,25 3,76 £0,01 2,87 £ 0,57 0,0399
96 2055+153 8594+0,22 3,90+0,01 0,90 + 0,25 0,0094

A atividade enziméatica (U/mL) e produtividade (U/mL.h) também séo
apresentadas na FIGURA 51, em que a atividade é maior em 24h (8,84 + 0,05 U/mL),
enquanto a maior produtividade ocorre a 12h (0,5724 U/mL.h) de fermentac&o. Apds
este periodo a atividade cai, mostrando que existe uma perda de atividade causada

talvez pela desnaturacédo da enzima devido a diversos fatores.

10,00 - 0,70
- 0,60
- 0,50
- 0,40

. 0,30

Atividade Enzimatica (U/mL)
Predutividade (U/mL.h)

L 0,10

Tempao (h)

—g— Atividade enzimatica (U/ml}) == Produtividade [U/mL/h)

FIGURA 51 - EVOLUGCAO DA PRODUQAO DE a-GALACTOSIDADE EM BIORREATOR -
ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL) E PRODUTIVIDADE (U/mL.h).
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Sobre a biomassa em massa seca (g/L) (FIGURA 52) observa-se a fase
exponencial especialmente entre 8 h (5,47 £ 0,42 g/L) e 24 h (13,22 + 0,14 g/L) de
fermentacdo, com posterior desaceleracédo do crescimento celular. Nota-se também
gue o aumento de células esta diretamente relacionado ao consumo de agucares,

conforme os dados de agucares totais (g/L) apresentados na figura a seguir.

25,00 120

110

- 100

Biomassa (g/L)
=
Aglcares totais (g/L)

2]
=

L 70

&0

(¥] 24 48 72 =173
Tempo (h)

——Binmassa (gfl] =-8=-ArCocares totais (gfL)

FIGURA 52 - EVOLUGCAO DA BIOMASSA (G/L) DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES INRA 23 E
CONSUMO DE AGUCARES TOTAIS (G/L) - FERMENTACAO SUBMERSA EM BIORREATOR.

Conforme os dados apresentados, houve aumento da producédo da biomassa
(g/L) em biorreator (13,22 £ 0,14 g/L) quando comparado ao processo em Erlenmeyers
(tem 4.7.6), em que a 24 h de fermentac&o o valor obtido foi de 8,25 + 1,70 g/L.
Provavelmente a maior agitagdo e aeragdo promovida no biarreator do tipo tanque
agitado promoveram melhores condicbes de crescimento celular para a linhagem
Leuconostoc mesenteroides INRA 23, gerando também aumento da atividade de a-
Gal, de 7,48 £ 0,47 U/mL para 8,84 + 0,05 U/mL, um incremento de 18% na producéo.

Sobre a acidificacdo do meio fermentado, esta também esteve relacionada a
maior producdo de biomassa, apresentando maior taxa de queda até o periodo de

24h, havendo estabilizacdo apos este tempo. Conforme observado nos estudos
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anteriores a vinhaca apresenta razoavel efeito tamponante, sendo o menor valor de
pH, proximo a 4,0.

A velocidade especifica de crescimento de biomassa (g/L) em sistema de
batelada para a producao de a-Gal em biorreator foi calculada conforme a equacéao
proposta por Bailey e Ollis (1986), apresentada no item 4.7.6.

Com base nas concentracoes de biomassa (g/L) de Leuconostoc
mesenteroides INRA 23 nos tempos de 8, 12 e 24 h foi gerada a curva da FIGURA
53. O coeficiente angular gerado pela equacéo da linha de tendéncia indica pesp. de

0,035 ht, com ajuste dos dados de 98,04%.

vy =0,035x + 0,8659
R® =0,0804

1,2000

%/ Cx0)
g

Ln |

0,2000

W] 4 2 12 16 20 24 28
Tempo (h)

FIGURA 53 - DETERMINACAO DA VELOCIDADE E~SPECI'FICA DE CRESCIMENTO (Mesp.) EM
SISTEMA DE BATELADA PARA PRODUCAO DE a-GAL EM BIORREATOR.

De acordo com os valores obtidos, conclui-se que em biorreator a enzima a-
Gal tem sua maxima atividade no tempo de 24 h, com 8,84 + 0,05 U/mL, sendo 18%
maior do que atividade produzida nas condi¢des otimizadas em frascos de Erlenmeyer
(7,48 = 0,47 U/mL), coincidindo com a fase logaritmica da linhagem bacteriana
Leuconostoc mesenteroides padrao INRA 23. Tal fato significa aque a producao da

enzima € associada ao crescimento.
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4.8 EVOLUCAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL) E DA PRODUTIVIDADE
(U/mL.h) PARA PRODUCAO DE a-GAL EM VINHACA DE SOJA

A evolucéo da atividade enziméatica de a-Gal (U/mL) (TABELA 48) baseou-se
na condicdo inicial testada, vinhagca de soja pura sem adicdo de qualquer fonte
suplementar, cuja atividade foi de 4,29 + 0,36 U/mL. Com os estudos de fontes de
carbono e nitrogénio suplementares, este valor aumentou para 5,96 + 0,30 U/mL. Apds
a otimizagao com sais, obteve-se 6,41 £ 0,16 U/mL, chegando a um valor de 7,78 +
0,10 U/mL apds planejamento experimental em Erlenmeyers. Esta atividade
enzimatica teve novo incremento quando escalonado para biorreator do tipo tanque
agitado, atingindo uma produgao final de 8,84 + 0,05 U/mL, mais do que o dobro para

a condicao inicial testada.

TABELA 48 - EVOLUCAO DA PRODUGAO DE a-GAL DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES
INRA 23 EM VINHACA DE SOJA PARA CADA ETAPA DE OTIMIZACAO.

Etapa Atividade de a-Gal Aumento de
b (U/mL) atividade (%)
Vinhaca de soja pura 4,2929 + 0,3566 -
Otimizacao com fon}e_s de carbono e 5.9596 + 0,3030 38.82
nitrogénio
Otimizacdo com sais 6,4141 + 0,1616 49,41
Planejamento com fontes de carbono,
nitrogénio e sais em Erlenmeyer 7,7778+0,1011 81,18
Cinética em biorreator 8,8353 + 0,0537 105,81

Estes resultados de producdo enzimatica foram superiores aos citados em
literatura (TABELA 49), como por exemplo para Lactobacillus fermenti NRRL B-585
(1,1 U/mL) (MUDGETT e MAHONEY, 1985) e Lactobacillus fermentum CRL 722 (5,0
U/mL) (LE BLANC et al., 2005). Também foi superior ao Leuconostoc mesenteroides
JK55 (5,47 U/mL), estudado por Yoon e Hwang (2008) e que foi uma das referéncias
para a selecao de novas linhagens do presente trabalho. O valor final de a-Gal (U/mL)
obtida em biorreator para Leuconostoc mesenteroides INRA 23, de 8,84 + 0,05 U/mL
também foi maior do que Lactobacillus agilis LPB 56 (SANADA, 2009) em
Erlenmeyers, com 6,0 U/mL, ficando inferior somente para a condigao de biorreator,

que para esta linhagem levou a uma producgao de 11,0 U/mL.
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TABELA 49 - COMPARACAO DA PRODUCAO DE a-GAL DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES
INRA 23 EM VINHACA DE SOJA EM RELACAO AO DESCRITO EM LITERATURA.
Linhagem/Condicéo Atividade de a-Gal (U/mL) Referéncia

Leuconostoc mesenteroides

INRA 23 (Erlenmeyers) 7,78 U/mL em vinhaca de soja O Autor
Leuconostoc mesenteroides . .
INRA 23 (Biorreator) 8,84 U/mL em vinhacga de soja O Autor
Lactobacillus fermenti NRRL B- MUDGETT e
585 (Erlenmeyers) 1,10 U/mL em caldo MRS MAHONEY (1985)
Lactobacillus fermentum CRL 722 LE BLANC et al.
(Erlenmeyers) 5,00 U/mL em caldo MRS (2005)
Leuconostoc mesenteroides JK55 5.47 U/mL em caldo MRSM YOON e HWANG
(Erlenmeyers) (2008)
Lactobacillus agilis LPB 56 6,00 U/mL em vinhaca de soja SANADA (2009)
(Erlenmeyers)
Lactobacillus agilis LPB 56 11,00 U/mL em vinhaca de soja SANADA (2009)

(Biorreator)

Apesar da boa producao de a-Gal quando analisado o valor de U/mL, verificou-
se também a produtividade (U/mL.h) obtida no processo de fermentacdo de
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em vinhaca de soja, quando comparada ao

descrito em estudos de outros autores (TABELA 50).

TABELA 50 - COMPARAGCAO DA PRODUCAO DE a-GAL DE LEUCONOSTOC MESENTEROIDES
INRA 23 EM VINHACA DE SOJA EM RELACAO AO DESCRITO EM LITERATURA.

Linhagem/Condicéo Produtividade (U/mL.h) Referéncia
Leconostoc mesenteroides INRA 23 05445 O Autor
(Erlenmeyer)
Leconostoc mgsentermdes INRA 23 0.5724 O Autor
(Biorreator)
Lactobacillus fermenti NRRL B-585 00178 MUDGETT e
(Erlenmeyer) ' MAHONEY (1985)
Lactobacillus agilis LPB 56 (Biorreator) 0,0769 SANADA (2009)
Bacillus stearothemophillus NCIM —
5146 (Erlenmeyer) 0,0833 GOTE et al. (2004)
Lactobacillus fermentum CRL 722 02083 LE BLANC et al.
(Erlenmeyer) ' (2005)
Leuconostoc mesenteroides JK55 02279 YOON e HWANG
(Erlenmeyer) ’ (2008)

Em relagéo a produtividade (U/mL.h), que considera a atividade enzimatica por
tempo de processo, tanto a producéo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA
23 em Erlenmeyer (0,5445 U/mL.h) quanto em biorreator (0,5724 U/mL.h) foram
maiores do que as demais linhagens citadas, como Leuconostoc mesenteroides JK55
em Erlenmeyer (0,2279 U/mL.h) (YOON e HWANG, 2008) e para Lactobacillus agilis
LPB 56 (SANADA, 2009), em biorreator (0,0769 U/mL.h).
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4.9 PURIFICACAO E CONCENTRACAO DA a-Gal
4.9.1. Microfiltracao em sistema de filtracdo a vacuo e ultrafiltracao por centrifugacéo
A metodologia para microfiltracdo por Sistema de Filtragdo a Vacuo PES 0,22

pum (KASVI®) e ultrafiltragéo via membranas de 100.000 (FIGURA 54) e 10.000 MWCO
(FIGURA 55) Vivaspin (GE Healthcare®) ocorrerem conforme descrito no item 3.5.

FIGURA 54 — (A) MEMBRANA VIVASPIN (GE HEALTHCARE®) DE 100.000 MWCO CONTENDO
AMOSTRA. (B) MEMBRANA COM FRACOES DE RETIDO E PERMEADO.

FIGURA 55 - MEMBRANA VIVASPIN (GE HEALTHCARE®) DE 10.000 MWCO CONTENDO
FRACOES DE RETIDO E PERMEADO.



143

Foi utilizado como extrato bruto o meio fermentado proveniente da fermentacao
de vinhacga de soja em biorreator (FIGURA 56), acondicionado a -18°C até o dia do

teste de purificacao.

R B

FIGURA 56 — MEIO FERMENTADO A PARTIR DE VINHACA DE SOJA EM BIORREATOR.

No processo de microfiltracdo, notou-se a formacao de filme de vinhaca de soja
sobre a membrana, causando maior tempo de processo e dificuldade de passagem
de permeado.

Considerando somente a atividade de a-Gal (TABELA 51) e partindo-se do
valor inicial de 1,4767 = 0,0869 U/mL, houve um aumento da atividade enzimética,
chegando a 2,5624 + 0,0434 U/mL. Isto pode ter ocorrido possivelmente por uma
concentracdo da a-Gal que ficou retida na membrana durante o processo de

centrifugacgéo.

TABELA 51 — ATIVIDADE DE a-Gal (U/mL) PARA MICRO E ULTRAFITLRACAO APLICANDO
SISTEMA DE FILTRACAO KASVI E VIVASPIN.

Etapa Ativ. enz. (U/mL)

Extrato bruto 1,4767 + 0,0869

Retido MF 0,6080 + 0,0679

Permeado MF 0,6515 + 0,1303

Retido na UF 100.000 MWCO 2,5624 + 0,0434
Permeado da UF 100.000 MWCO 1,4332 +0,2172
Retido na UF 10.000 MWCO 0,9121 + 0,0434

Permeado da UF 10.000 MWCO 0,5646 + 0,1303
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A fim de calcular as taxas de recuperacéo e purificacdo da a-Gal, levou-se em
consideracdo as proteinas totais (mg) com base nos dados de volume (mL) e nas
analises de Bradford para cada etapa do processo (TABELA 52). Dos 100 mL iniciais
contendo 147,67 U, a maior recuperacao obtida foi de 33% na membrana de 100.000
MWCO, com 48,05 U. O fator de purificagdo baseou-se na atividade especifica (U/mg),
que de 0,3051 U/mg no inicio do processo atingiu 0,4634 U/mg.

TABELA 52 - ATIVIDADE ENZIMATICA (U/mL) E PROTEINAS TOTAIS (MG/ML) PARA MICRO E
ULTRAFITLRACAO DE a-Gal USANDO SISTEMA DE FILTRACAO KASVI E VIVASPIN.

Etapa Volume Proteina total Ativ. Ativ. esp. Recuperacao Fator de
P (mL) (mg) total (U)  (UImg) (%) purificacéo
Extrato bruto 100 484,0479 147,6656 0,3051 100 1,0
Retido MF 50 268,9573 30,4017 0,1130 21 0,4
Permeado MF 50 269,9475 32,5733 0,1207 22 0,4
Retido na UF 100.000
MWCO 19 103,6811 48,0456 0,4634 33 1,5
Permeado da UF
100.000 MWCO 31 171,0070 44,7883 0,2619 30 0,9
Retido na UF 10.000
MWCO 17 89,7285 15,5049 0,1728 11 0,6
Permeado da UF 10.000
MWCO 16 48,9900 8,8219 0,1801 6 0,6

Os menores valores constaram para a ultrafiltracdo a 10.000 MWCO, indicando
gue a a-Gal ja havia sido retida na etapa anterior por ter massa molecular superior a
100.000 MWCO ou devido ao fenébmeno de fouling. Tal fenbmeno é causado pelo
blogueamento dos poros da membrana pela sedimentacdo de particulas sobre a
mesma, causando descréscimo do fluxo de permeado (ZEMAN e ZYDNEY, 1996).

Para a atividade total (U), observou-se que ocorreu um aumento na fragao
retida de 100.000 MWCO, podendo ser justificada por uma possivel concentracao
enzimatica.

Deste modo, para o procedimento de purificacdo e concentracédo enzimatica via
microfiltracdo em Sistema de Filtracdo a Vacuo PES 0,22 um (KASVI®) e ultrafiltracédo
por membranas de filtracdo 100.000 e 10.000 MWCO Vivaspin (GE Healthcare®), a
maior condigao para recuperacgao de a-galactosidade foi para o retido da ultrafiltracéo
a 100.000 MWCO. Entretanto, para confirmar a eficiéncia do procedimento, julgou-se
necessario a identificagdo da massa molecular enzimatica para a a-Gal, a fim de

verificar se o resultado justifica a retencao proteica ou se sofreu influéncia de fouling.
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4.9.2. Micro e ultrafiltracdo em sistema MILLIPORE®

Conforme método descrito no item 3.5.3, o equipamento de purificacdo foi
montado e realizou-se enxague do sistema. Em seguida, seguiu-se com 0 processo,
em que 560 mL do meio fermentado a partir de vinhaca de soja proveniente de
biorreator foram adicionados ao sistema de purificacdo, inicialmente com membrana
Pellicon 2 para microfiltracdo (MERCK MILLIPORE®). Foi obtido permeado de 558 mL
de volume, de onde 36 mL foram separados para andlises posteriores e 0 volume
restante seguiu para ultrafiltracio em membrana Pellicon de 30kDa (MERCK
MILLIPORE®), retendo-se 455 mL e permeando-se 41 mL.

Das fracdes separadas (FIGURA 57) nota-se visualmente maior viscosidade do
extrato bruto, devido aos soélidos ainda em suspenséao da vinhaca de soja. O permeado
da microfiltracdo, por sua vez, apresentou coloragdo amarelo clara, assim como o
retido da ultrafiltracdo, ambos translicidos. J4 a fracdo obtida no permeado da

ultrafiltracdo foi incolor.

FIGURA 57 — (A) EXTRATO BRUTO; (B) PERMEADO DA MICROFILTRAC@O; (C) RETIDO DA
ULTRAFILTRACAO; (D) PERMEADO DA ULTRAFILTRACAO.
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Em relacdo aos dados de atividade enzimética de a-Gal em U/mL (TABELA
53), o permeado da microfiltracdo apresentou maior valor (0,8252 + 0,0434 U/mL)
guando comparado ao extrato bruto (0,6515 + 0,0323 U/mL). Este resultado pode ter
ocorrido devido a uma concentracao enzimatica, ou ainda, por algum desnaturante do
extrato inicial (protease, por exemplo) ter sido retido na etapa de microfiltracao,

provocando este efeito de incremento.

TABELA 53 — ATIVIDADE DE a-GAL (U/mL) PARA MICRO E ULTRAFITLRACAO EM SISTEMA

MILLIPORE.
Etapa Ativ. enz. (U/mL)
Extrato bruto 0,6515 £ 0,0323
Permeado da MF 0,8252 £ 0,0434
Retido na UF 30 kDa 0,6949 £ 0,0869
Permeado da UF 30 kDa 0,0869 £ 0,0000

A TABELA 54 apresenta a atividade total (U) e especifica (U/mg) considerando
os volumes de cada fase amostrada durante o procedimento. Percebe-se que a
microfiltracdo, com 460,46 U, levou a uma recuperacéo de 126% quando comparado
ao extrato inicial de 364,82 U. Ja o fator de purificacdo de maior valor foi
correspondente a 2,1 para a mesma etapa, seguido do retido na membrana de 30
kDa, com 1,9 vezes de purificacdo. Os menores valores encontrados correspondem
ao permeado da membrana de 30kDa, com atividade especifica de 0,1091 U/mg e

fator de purificagéo 0,7, indicando que a a-Gal foi retida na membrana de ultrafiltracdo.

TABELA 54 - ATIVIDADE ENZIMATIQA (U/mL) E PROTEINAS TOTAIS (mg/mL) PARA MICRO E
ULTRAFITLRACAO APLICANDO SISTEMA MILLIPORE.

Etapa Volume Proteina Ativ. total  Ativ. esp. Recuperacdo thpr de~
(mL) total (mg) (V) (U/mg) (%) purificacéo
Extrato bruto 560 2355,7818 364,8208 0,1549 100 1
Permeado da MF 558 1426,8534 460,4560 0,3227 126 2,1
Retido na UF 30 kDa 455 1070,6624 316,1781 0,2953 87 1,9
Permeado da UF 30 kDa 41 3,2641 0,3561 0,1091 0 0,7

De maneira geral, pode-se dizer que o sistema de purificacdo e concentragéo

pelo sistema Millipore foi viavel e a enzima a-Gal foi ao mesmo tempo purificada e



147

concentrada, apesar de perdas provenientes nas lavagens das membranas. Além
disso, este sistema é mais indicado do que a aplicacdo de membranas Vivaspin (GE
Healthcare®) quanto ao escalonamento, ja que a filtracdo em membranas Pellicon
simula o processo que ocorreria em volumes industriais.

Entretanto, notou-se grande perda da atividade enzimatica do extrato bruto
durante sua estocagem em freezer domeéstico, ja que ao ser retirado do biorreator
apresentava 8,84 = 0,05 U/mL. Uma das sugestfes futuras € acondicionar o meio

fermentado sob refrigeracéo, a fim de melhorar o desempenho geral do processo.

4.10 ELETROFORESE SDS-PAGE

Com base na metodologia aplicada no item 3.6, foram obtidas as bandas para
o marcador de massa molecular e para a fracdo enzimatica purificada e concentrada.
Entretanto, a coloragdo da banda proteica ficou bastante clara, provavelmente pelo
fato de a a-Gal n&o ter obtida concentragdo tdo alta como as comercialmente
encontradas, além do fato de ter ocorrido perda de estabilidade apés fermentacdo em
biorreator, quando o extrato foi acondicionado a -18°C.

Apesar desta diminuicdo da atividade enzimética, foi possivel verificar a

formacado da banda, que correspondeu a aproximadamente 60 kDa (FIGURA 58).

FIGURA 58 — ELETROFORESE SDS-PAGE DA a-GAL COM MARCADOR DE PESO MOLECULAR
RAINBOW. FONTE: O AUTOR.
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De acordo com o levantamento bibliografico, a a-Gal obtida por fementagéo via
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em meio a base de vinhacga de soja se aproxima
da enzima estudada por Ademark et al. (2001) e obtida por fermentagdo com
Aspergillus niger ATCC 46890, com 64 kDa. A massa molecular também ficou similar
ao descrito por Anisha, John e Prema. (2009), que obtiveram duas enzimas do tipo a-
Gal por Streptomyces griseoloalbus MTCC 7447, com 72 e 57 kDa, respectivamente.
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5. CONCLUSAO

Para a producdo de a-Gal a partir do residuo industrial de soja estudado
(vinhaca de soja), o maior rendimento encontrado foi para a linhagem bacteriana de
Leuconostoc mesenteroides INRA 23 para producao em biorreator, a 24h de processo
e 30°C de temperatura, com 300 rpm de agitacdo e 1 vvm de aeracao.

A atividade enzimatica referente a tal fermentacdo submersa foi de 8,84 + 0,05
U/mL em meio otimizado a base de vinhaga de soja, contendo 5,0% (m/v) de rafinose,
0,5% (m/v) de MgS0O4.7H20 e 10% (v/v) de in6culo de Leuconostoc mesenteroides
padrdao INRA 23. A producdo da enzima foi extracelular, ou seja, secretada no meio
de producéo, fato que contribuiu para posterior separacéo e purificacao.

Para o processo de purificacdo e concentracdo, o sistema de filtracao
tangencial na configuracdo quadro e placas € o mais indicado, uma vez que permite
melhor escalonamento, ja que a filtracdo em membranas Pellicon simula o processo
gue ocorreria em volumes industriais.

A enzima purificada e concentrada foi submetida a identificagdo em
Eletroforese SDS-PAGE, com massa molecular de aproximadamente 60 kDa, similar
ao citado por referéncias na area de engenharia enzimatica.

Deste modo, comprovou-se a viabilidade técnica do bioprocesso de obtencéo
de a-Gal através da fermentacdo submersa em residuo industrial de soja em suas
etapas de producao, recuperacdo e purificacdo, permitindo inclusive o deposito de
uma patente (ANEXO C).
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A produgéo de a-Gal por Leuconostoc mesenteroides INRA 23 em vinhaga de
soja mostrou-se viavel tecnicamente. Deste modo, sugere-se para etapas futuras a
identificagdo da enzima por MALD-TOF, além de mais testes otimizagdo em escala
de reator, acompanhada de andlises de consumo de oxigénio para a producao
enzimatica.

Sugere-se também mais testes de purificagdo e concentracdo enzimatica,
tendo em vista a possibilidade de aplicagédo industrial, assim como a formulagéo de
um produto comercial concentrado com testes de estabilidade em condigbes
otimizadas, a fim de verificar perdas na atividade enzimatica do produto.

Com estas etapas definidas, recomenda-se a aplicacdo do produto para
comprovar sua eficiéncia na reducdo de oligossacarideos, tanto em produtos
derivados de soja, como também na producédo de agucar de beterraba.
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ANEXO A — PREPARO DE SOLUCOES

TAMPAO ACETATO DE SODIO 100 mM pH 5,0

Foram adicionados 148 mL de solucao de &cido acético 200 mM com 352 mL
de acetato de sodio 200 mM, completou-se o volume para 1000 mL com &gua
deionizada e homogeneizou-se. Verificou-se o pH e a solucéo foi acondicionada em

frasco ambar e armazenada sob refrigeracao.

SOLUCAO DE ACETATO DE SODIO 200 mM

Dissolveram-se 16,4 g de acetato de sédio (C2H302Na) (Acetato de sodio P.A.,
Vetec®, Brasil) ou 27,2 g de acetato de sédio triidratado (C2Hs02Na.3H20) em 500 mL

de &gua deionizada. Avolumou-se com agua deionizada para 1000 mL.

SOLUCAO DE ACIDO ACETICO 200 mM

Transferiu-se 11,6 mL de &cido acético glacial (Acido acético P.A. glacial,
Vetec®, Brasil) para baldo de 1000 mL, jA contendo 100 mL de agua deionizada.
Avolumou-se e a solucdo com agua deionizada e esta foi armazenada em frasco

ambar sob temperatura de refrigeracéo.

SOLUCAO DE CARBONATO DE SODIO 0,5 M

Baseando-se na massa molecular do carbonato de sodio (105,9885 g/mol),
foram pesados aproximadamente 52,9943 g de carbonato de sédio (Carbonato de
sodio anidro P.A. Na2COs, Vetec®, Brasil) e avolumado com tampé&o de acetato de
sédio 100 mM em baldo volumétrico de 1000 mL. A solucéo foi acondicionada em

frasco ambar e armazenada sob refrigeracao.
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ANEXO B - SOLUCOES PARA APLICACAO DE ELETROFORESE SDS-PAGE

SDS-PAGE - Laemmli, 1970
* Mini-PROTEAN Tetra Cell (BIO-RAD)
= Eletroforese em gel de poliacrilamida e dodecilsulfato de sodio.
» Cuidado: fazer uso de luvas, pois a acrilamida € neurotoéxica.

PREPARO DAS SOLUCOES

Acrilamida mix, 30% - Armazenamento em frasco ambar a 4° C.

Acrilamida 29,2 ¢
Bis-acrilamida 0,89
Agua milli-g gsp 100 mL

Tris-HCI, 1,5 M, pH 8,8 — Armazenamento a 4° C.
Tris 18,159
Agua milli-g gsp 100 mL

Ajustar o pH com HCI

Tris-HCI, 1,0 M, pH 6,8 — Armazenar a 4° C.
Tris 12,09
Agua milli-g gsp 100 mL

Ajustar o pH com HCI

SDS, 10% - Armazenar a temperatura ambiente.
SDS 10g
Agua milli-g gsp 100 mL

TEMED - Armazenar a 4° C.
E utilizado concentrado

Distribuir em aliquotas para evitar contaminacéo
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Persulfato de amdnio, 10% - Armazenar a -20° C, distribuido em aliquotas.

Persulfato de amoénio 19

Agua milli-g gsp 10 mL

Tampdo de amostrasem reducao 2x — Armazenar a -20° C, distribuido em aliquotas.

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

SDS, 10% 1,6 mL

Azul de bromofenol, 2% 0,2 mL
Agua milli-g 0,9 mL

Tampéo de amostra com reducao 2x —Armazenar a -20° C, distribuido em aliquotas.

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

SDS, 10% 1,6 mL
B-mercaptoetanol 0,4 mL
Azul de bromofenol, 2% 0,2 mL
Agua milli-g 0,5 mL

Tampéo corrida — Armazenar a 4° C.

Tris 30
Glicina 14,4 g
SDS 19
Agua milli-q 1000 mL

Gel de separacao 12% - Para volume de 15 mL

Componentes V (mL)
Agua ultrapura 4,9
Solucéo de acrilamida 30% 6,0
1,5 M Tris (pH 6,8) 3,8
SDS 10% 0,15
Persulfato de amoénio 10% 0,15
TEMED 0,006




Gel de empilhamento 5% - Para volume de 3 mL

Componentes V (mL)
Agua ultrapura 2,1
Solugéo de acrilamida 30% 0,5
1,0 M Tris (pH 8,8) 0,38
SDS 10% 0,03
Persulfato de amonio 10% 0,03

TEMED

0,003

165



ANEXO C — PATENTE DEPOSITADA PARA PRODUGAO DE a-GAL

<L excluslve do NP =

BT SRR L PR,
T I,

e 0l51500m08s4

15/05/2015 1620 oePm

R,

BR 10 2015 011273

Bpapmmmpaauprmdu Espaia resenvada para 3 sfqueta Expaa resenvadn para a codgn OR

N INSTITUTS HACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
I ‘T e caias Sistama de Gestao da Qualidade
Diretoria da Patentes

e ' DIRPA | T
Farmulirla i
Tiwl otk Doz menmio: Taage —
| FOon 2
Depésito de Pedido de Patents Procadissarte:
DIRPA-POO0G

Ao institute Maclonal da Propriedade Industrial:
O requenente socita a conoessao de um privilégio na nalureza & nas condighes abain indicadas:

1. Depositante [71):

11 Mome: Universidade Federal do Parand

1.2 COueglificagdec Autarguia Federal

13 CHPHNCPF, T50256878/0001-45

14 Enderern Complelo; Rua Jodo Negrio, 280 ZTandar  Curitiba/PR
15 CEP: mpolO-ZO0

16 Telefone: 41-33807441 1.7 Fax 41-311507416
1.8 Esmalt. inovacaosufpr.br

[ continua em folha ansxa
2 Natureza:  [5] Invengao 1 Modelo de Utiidade [ Certiicads de Adigio

3 Titulo da Invengao ou Modelo de Utllidades {54):

BIOPROCESSD PARA A PROCDUCAS DE ALFA -CALACTOSIDASE UTILIZANDD WINHACA DE SOJA
CoMO SUBPRODUTG/RESIDUD INDUSTRIAL

[0 wontinua em foiha anexa

4, Pedido de Dlvisdo: do pedido N° Data de Deposito:
. Prioridade: [ Intema {6E) [ Uniorista {30}

O depaszitante reivindica a{s) seguinte(s):

PFals ou Drganizasde do depbsie Kamers da depeio (98 diepenivell Dixla de depiaile

[0 continea em falha anexa

5y

166



