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RESUMO

O soro de queijo é um subproduto das industrias de laticinios e em sua composi¢ao
ha grande parte da lactose contida no leite. Uma das alternativas de aproveitamento
do soro que vem sendo estudada é sua utilizacdo como substrato para producéo de
enzimas, pois apresenta beneficios econémicos e ambientais. A enzima responsavel
por hidrolisar a lactose é a B-galactosidase, também conhecida como lactase. A fonte
para producéo da lactase pode ser de origem animal, microbiana ou vegetal, sendo
que aguela extraida de fontes bacterianas tem apresentado diversas vantagens, como
alta atividade, facilidade de fermentacéo e estabilidade. As bactérias que produzem
lactase podem ser encontradas no soro de queijo, devido a quantidade de lactose
presente. O objetivo do presente trabalho foi isolar uma bactéria produtora de lactase
do soro de queijo e analisar a influéncia de diferentes temperaturas e concentragcbes
de lactose na atividade dessa enzima. Para isso, a selecdo dos microrganismos foi
realizada utilizando-se a técnica de diluicdo em série de amostras do soro de queijo
em agua destilada e o microrganismo foi repicado em placas de petri contendo meio
MRS (seletivo para Lactobacillus). Para avaliagdo da producdo de enzima, foi
realizado um planejamento experimental do tipo fatorial completo 22 com
quadruplicata no ponto central, tendo como varidveis a temperatura (30, 37 e 43 °C)
e a concentracéo de lactose adicionada ao meio (0, 35 e 70 g L™?); os frascos ficaram
sob agitacdo a 150 rpm e as amostras eram retiradas para analise ap0s 24, 48 e 72
h. Com o objetivo de extrair a enzima, o método utilizado foi agitacdo em vértex com
pérolas de vidro. A atividade enzimatica foi quantificada através dos métodos ONPG
e Lane-Eynon. A variavel que apresentou maior efeito significativo foi a temperatura,
cujos valores mais elevados alcancaram melhores resultados. O ensaio que
apresentou maior atividade enzimatica foi utilizando-se 0 g L* de lactose, a 43 °C,
apos 24 h de reacgdo, alcancando o valor de 1,97 U mLt. O método Lane-Eynon
também evidenciou a importancia que a temperatura exerce na atividade da enzima.
Dessa forma, foi possivel realizar o isolamento de microrganismo produtor da enzima
lactase do soro de queijo e avaliar a influéncia da temperatura e concentracao de
lactose na atividade da mesma.

Palavras-chave: lactase, microrganismo, atividade enzimatica, subproduto.



ABSTRACT

Cheese whey is a byproduct of dairy industries and its composition includes
most of the lactose contained in milk. One alternative for whey utilization that has been
widely studied is its use as a substrate for enzyme production, since it presents
economic and environmental benefits. The enzyme that hydrolyzes lactose is (-
galactosidase, also known as lactase. The source for lactase production can be from
animal, microbial, or plant. B-galactosidase extracted from bacterial sources has
shown a variety of advantages, like high activity, facility of fermentation, and stability.
Lactase producing bacteria can be found in cheese whey, due to the amount of lactose
present. The aim of this study was to isolate a lactase-producing bacteria from cheese
whey and analyze the influence of different temperatures and lactose concentrations
on the enzyme activit. For this purpose, the selection of microorganisms was
performed using the technique of serial dilution of cheese whey samples in distilled
water and the microorganism was plated on petri plates containing MRS medium
(selective for Lactobacillus). To evaluate the enzyme production, an experimental
design of the complete factorial type 22 was performed with quadruplicate in the central
point, having as variables the temperature (30, 37 and 43 °C) and the lactose
concentration added to the medium (0, 35 and 70 g L™?); the flasks were stirred at 150
rom and the samples were removed for analysis after 24, 48 and 72 h. In order to
extract the enzyme, the method used was vortex agitation with glass beads. The
enzyme activity was quantified using the ONPG and Lane-Eynon methods. The
variable that showed the most significant effect was the temperature, whose higher
values achieved better results. The assay that reached the highest enzymatic activity
was the one with 0 g L of lactose, at 43 °C, after 24 h of reaction, reaching a value of
1,97 U mL2. The Lane-Eynon method also showed the importance of temperature on
enzyme activity. Therefore, it was possible to isolate a lactase producing from cheese
whey and evaluate the influence of temperature and lactose concentration on its
activity.

Keywords: lactase, microorganism, enzyme activity, byproduct.
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1 INTRODUCAO

Com o inicio da industrializacdo do Brasil, por volta da década de 1950, a
producéo de leite no pais deixou de ser somente para subsisténcia e passou a ser
utilizada também como fonte de renda (MORAES; FILHO, 2017).

Com o aumento da producéo de leite e a sua industrializacdo, configurou-se
o setor de produtos lacteos, que € composto pelos segmentos produtores de leite e
seus derivados (queijo, manteiga, iogurte, creme de leite, entre outros). S&o
classificados baseados em sua composicdo, na tecnologia usada durante a
fabricacéo, nas regulamentacdes, além de outros critérios. O Brasil ocupa a 42 posicéo
no mercado mundial de producédo desse tipo de produto (GOMES, et al., 2017) e a
regido sul &€ a segunda maior produtora de leite a nivel nacional, atras apenas da
regido sudeste (MORAES; FILHO, 2017).

A industria de laticinios produz efluentes com diferentes caracteristicas
dependendo dos produtos fabricados, e o processo de tratamento aplicado a esses
efluentes depende de suas caracteristicas (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).
O soro da fabricacéo de queijos provoca um efeito poluidor se lancado indevidamente
em corpos d’agua devido ao fato de microrganismos consumirem alguns componentes
do soro (como a lactose) utilizando oxigénio e, com isso, a demanda bioquimica de
oxigénio (DBO) aumenta consideravelmente (FRIGON et al., 2009).

O tipo de microrganismo presente no soro depende de muitos fatores:
higienizacdo correta durante o processo, qualidade do alimento do gado,
contaminac¢des durante a ordenha, e do tipo de queijo produzido (PERRY, 2004). As
bactérias acido laticas (BAL) produzem diversas enzimas glicoliticas, proteoliticas,
lipoliticas e hidroliticas, dentre elas a B-galactosidase, enzima responsavel pela
hidrolise da lactose presente no leite e seus derivados. Algumas bactérias utilizam
preferencialmente a lactose como fonte de carbono e podem crescer no soro de
gueijo, uma vez que grande parte da lactose presente no leite fica no soro apos a
fabricacéo do queijo (LIMA et al., 2009).

As BAL tipicas sdo gram-positivas, ndo formadoras de esporos, catalase
negativa, desprovidas de citocromos, de habitos anaerdbicos, acido-tolerantes, e
estritamente fermentativas, sendo o acido latico o principal produto formado durante
a fermentacdo do agucar. As BAL descritas como tipicas s&o Aerococcus,

Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus e Bifidobacterium



12

(AXELSSON, 2006). Espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium, por exemplo, sao
conhecidos probidticos e, portanto, tém sido altamente estudadas como possiveis
fontes para producéo de B-galactosidase (SAQIB et al., 2017).

Desde a década de 1970, quando a primeira 3-galactosidase isolada se tornou
comercialmente utilizavel, processos de hidrolise enzimatica vém sendo utilizados em
produtos lacteos (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). Estudos sobre a
producdo dessa enzima utilizando o soro de queijo como substrato se tornam uma
alternativa interessante, devido as propriedades nutricionais e funcionais deste
efluente (MARTINS et al., 2013). Sendo assim, o soro de queijo pode ser visto como
um efluente com grande carga poluidora ou, se reaproveitado para outros fins, como

um subproduto de alto valor agregado.

1.1 JUSTIFICATIVA

O soro de queijo é um subproduto dos laticinios e é gerado em grandes
quantidades. Segundo Oliveira, Bravo e Tonial (2012), devido a alta carga de matéria
organica presente no soro, este pode provocar um efeito poluidor se lancado
indevidamente em corpos d’agua, podendo levar a eutrofizacdo e toxicidade dos
corpos receptores. Portanto, € imprescindivel que seja dada a destinacdo adequada
para o soro, realizando o seu tratamento antes da disposicao final (FRIGON et al.,
2009).

Uma alternativa para o soro de queijo seria a reutilizacdo do material, tendo
em vista a composicao rica em nutrientes, lipideos, lactose, vitaminas e minerais que
também estao presentes no leite, apresentando um grande potencial na geracao de
produtos de valor agregado (GUIMARAES; TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010). Ainda, o
soro de queijo pode ser usado na producado de bebidas lacteas (ha sua forma original)
ou pode ser processado e concentrado para a utilizagdo em diversos segmentos,
desde ingrediente alimenticio até na producdo de medicamentos (ALVES et al., 2014).
Porém, o custo de implementacdo de uma planta para o processamento deste
subproduto ainda € muito elevado e necessita de um grande volume de soro para
justificar seu funcionamento (SILVA; BUENO; SA, 2017).

Especialmente em relagcdo aos processos biotecnologicos, algumas
alternativas tém sido exploradas para o reaproveitamento do soro de queijo, trazendo

beneficios econdmicos e ambientais. A producdo de enzimas é uma das opg¢oes, que
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visa a producdo dos biocatalisadores utilizando substratos de baixo custo, como os
residuos agroindustriais. Outra possibilidade € o isolamento de microrganismos
presentes no soro, além de utilizad-lo como meio para crescimento dos mesmos
(CARDOSO et al., 2017).

As bactérias que produzem a enzima lactase podem ser encontradas, por
exemplo, no soro de queijo, devido a quantidade de lactose (aproximadamente 5%)
presente no mesmo (FITZSIMONS; MULVIHILL; MORRIS, 2007). Essa enzima pode
ser obtida através de diversas fontes (plantas, animais, bactérias, fungos e leveduras),
no entanto a B-galactosidase extraida de fontes bacterianas tem apresentado diversas
vantagens, como alta atividade, facilidade de fermentacéo e estabilidade (SAQIB et
al., 2017; CUNHA et al., 2008).

Sendo assim, ao utilizar o soro de queijo como meio para producéo da enzima
lactase, ocorre a diminuicdo da lactose presente no efluente e, consequentemente, a
reducdo de sua demanda bioquimica de oxigénio. Além disso, a vantagem de se
produzir a enzima a partir do préprio meio em que ela se encontra, é que esta, por sua
vez, ja estaria mais adaptada as condicbes do meio do que uma enzima comercial,

podendo alcancar melhores resultados.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente trabalho é avaliar a producdao de [B-galactosidase

utilizando o soro de queijo como meio de cultivo.

1.2.2 Objetivos especificos

¢ |solamento do microrganismo do género Lactobacillus proveniente de soro de
queijo;

e Producado da enzima B-galactosidase por processo fermentativo, avaliando as
variaveis temperatura e concentracédo de lactose adicionada no meio;

e Quantificacao da atividade enzimatica da -galactosidase;

e Quantificacdo da taxa de lactose consumida na reagdo de hidrélise utilizando-

se a B-galactosidase.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PRODUCAO DE LEITE

A cadeia produtiva de leite no Brasil possui diversos integrantes e gera um
elevado valor agregado, emprega um grande contingente de mao-de-obra, além de
entregar produtos considerados necessarios para a alimentagcdo humana (LEITE,
2020). Com importante participacdo na economia brasileira, contribui com a geragao
de emprego e renda no meio rural, empregando muitas vezes toda a familia (ALVES
et al., 2020).

A producao leiteira do pais € muito heterogénea em relacdo ao tamanho do
empreendimento, ao produto, as tecnologias empregadas e as caracteristicas de
producdo, o que tem levado a reducédo do niumero de produtores, principalmente os
de pequena escala. Em contrapartida, tem proporcionado a modernizacdo da
produgdo e, consequentemente, um aumento na produtividade do leite e seus
derivados (LEITE, 2020).

O Brasil apresenta algumas vantagens em relacdo a producdo de leite,
guando comparado a outros paises, como grandes areas de pastagem e abundancia
de recursos naturais, mas ainda assim a participacdo do leite na balanca de
exportacao apresenta um déficit de mais de 1 bilhdo de reais (ALVES, 2020). A
producédo de leite vem aumentando significativamente a cada ano no pais. A FIGURA
1 mostra a variacdo da producdo das ultimas duas décadas, atingindo mais de 25,5

bilhdes de litros produzidos no ano de 2020.

FIGURA 1 - PRODUCAO BRASILEIRA DE LEITE SOB INSPECAO, EM BILHOES DE LITROS
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FONTE: EMBRAPA (2021).
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De acordo com dados do IBGE (2021), o Parana € o segundo maior produtor
de leite do Brasil, atras apenas do estado de Minas Gerais. A regido oeste ocupa a
segunda posicao dentre as mesorregides do Estado, com a regido Sudoeste
ocupando a primeira posicao (ALVES, 2020).

No ano de 2021, o item leite e derivados teve um aumento de 3,17% do indice
de precos ao consumidor no acumulado dos meses do 1° semestre (janeiro a junho).
A producéo de queijos também teve um percentual expressivo, com um aumento de
6,39%, apresentando alta acima do indice Geral da Inflacdo, que foi de 3,77% para o
mesmo periodo (IBGE, 2021).

2.2 PRODUCAO DE QUEIJO

Os queijos sdo obtidos através da massa coagulada do leite, que é
parcialmente dessorada, podendo ou ndo ser adicionadas especiarias, condimentos
ou outras substancias (GOMES et al., 2020). Na sua producao utiliza-se um método
de transformacédo do leite em um produto de menor volume e facil conservacao, cuja
conversdo da matéria-prima nédo passa dos 20% (GIROTO; PAWLOWSKY, 2001).
Sendo assim, cerca de 80 a 90% do volume de leite utilizado nessa producéo é
representada pelo soro, produto que contém diversos nutrientes do leite (ALVES et
al., 2014).

Os queijos podem ser classificados de diversas formas: pelo tipo de leite
usado, de acordo com o grau de umidade, pela intensidade do sabor, pelo teor de
gordura, pela consisténcia, entre outros (AMARANTE, 2015). Os queijos do tipo
mucarela e Minas frescal sdo os mais amplamente produzidos e consumidos no Brasil
(OLIVEIRA et al., 2017).

Assim como a producdo de leite, a producdo de queijo também vem
aumentando significativamente ao longo dos anos. Segundo dados da EMBRAPA
(2021), em 2020 a producao de queijos no Brasil absorveu mais de 8 bilhdes de litros
de leite, quase 3% a mais do que no ano anterior. Em relacédo ao cenario mundial, o
Brasil é o quinto maior produtor de queijos do mundo, sendo o0 maior produtor os EUA,
com 5,3 milhdes de toneladas produzidas (EMBRAPA, 2021).



16

2.3 SORO DE QUEIJO

Entende-se por soro de queijo a por¢cao aquosa obtida a partir da coagulacéo
do leite durante o processo de fabricacdo do queijo ou da caseina (ALVES et al., 2014;
BRASIL, 2005). A importancia do soro se deve ao elevado volume gerado, mas
também devido a sua rica composi¢ao nutricional (ALVES et al., 2014). Dentre os
componentes presentes no soro, a lactose e as proteinas sdo 0s que mais se
destacam, devido ao alto valor nutricional e aos aminoéacidos presentes (GIROTO;
PAWLOWSKY, 2001).

Hé uma variacdo na composicéo do soro dependendo das caracteristicas do
leite utilizado e do tipo de queijo que é fabricado, porém estima-se que ele apresente
cerca de 50% dos sélidos, 70% da lactose, 20% da proteina, e até 90% dos minerais
presentes no leite (IRKIN, 2019).

A cada ano a producdo de queijos no Brasil tem aumentado tornando-se
necessaria a busca por novas alternativas para a utilizagdo do soro gerado (GANZLE;
HAASE; JELEN, 2008). Segundo Misselwitz e colaboradores (2019), atualmente a
producdo de queijo representa a segunda maior industria de fermentacdo a nivel
mundial, atrds apenas da producéo de etanol.

A producédo do queijo € uma das principais fontes de geracao de efluentes
com elevada carga organica na industria de laticinios e o soro resultante € um dos
principais responsaveis por isso devido a quantidade de lactose, proteinas e gorduras
presentes (PRAZERES; CARVALHO; RIBAS, 2012). Segundo Poppi et al. (2010), um
laticinio que produza em média 10.000 litros de soro por dia (quantidade produzida
por um laticinio de médio porte) provoca a carga poluente equivalente a uma
populacao de 5.000 habitantes.

A planta para industrializacdo do soro ainda tem um alto grau de complexidade
e demanda um elevado investimento financeiro. Porém, no Brasil, grande parte do
soro gerado vem de laticinios de pequeno e meédio porte, tornando inviavel o
investimento para o beneficiamento desse subproduto (ALVES et al., 2014). Nesse
sentido, 0s processos biotecnolégicos que utilizem os residuos e produtos
agroindustriais tém sido consideradas alternativas promissoras. Um exemplo é a
producdo de enzimas utilizando substratos de baixo custo, que, além dos beneficios

econdmicos, também apresentam beneficios ambientais (CARDOSO et al., 2017).



17

Sendo assim, ao utilizar o soro de queijo como meio para producao da enzima
lactase, ocorre a diminuicdo da lactose presente no efluente e, consequentemente,
reduz a demanda bioquimica de oxigénio do mesmo. Além disso, a enzima isolada ja
estaria mais adaptada as condi¢6es do meio do que uma enzima comercial, podendo

alcancar melhores resultados.
2.4 LACTOSE

O soro da producéo de gueijos retém aproximadamente 55% dos nutrientes
do leite, entre eles a lactose, que representa 5% do total (peso/volume) (GUIMARAES;
TEIXEIRA; DOMINGUES, 2010). A maior parte da lactose utilizada industrialmente é
proveniente do soro oriundo da producéo de queijos (SEKI; SAITO, 2012).

A lactose (4-0-B-galactopiranosil-D-glucopiranose, Ci12H22011) € o principal
acucar presente no leite, correspondendo a uma taxa entre 4,4 e 5,2% de sua
composicdo em bovinos e até 7% em humanos. E um dissacarideo, composto por
uma molécula de glicose ligada a uma molécula de galactose (PINHEIRO; PORTO;
MENEZES, 2005; GANZLE; HAASE; JELEN, 2008). Em soluc¢des aquosas, ela pode

estar presente sob as formas a e B (FIGURA 2).

FIGURA 2 - ESTRUTURA MOLECULAR DA LACTOSE NAS CONFIGURACOES a E B
o ©H HO oy go ©H HO oH

IR Ry

a~Lactose B-Lactose

FONTE: YAMAUCHI et al., 2013.

Comparado com outros tipos de agUcares, a lactose apresenta menor poder
adocante e menor solubilidade. E um acucar redutor muito utilizado na industria de
alimentos (fabricacdo de péaes, queijo, iogurtes, bebidas, especiarias) e na industria
farmacéutica, onde é comumente usada como excipiente (PEREIRA et al., 2012).
Além disso, apresenta baixo valor calGrico e proporciona um aumento na absorc¢ao de
minerais (SEKI; SAITO, 2012).

O leite de vaca é uma das fontes primarias da lactose e, além dela, contém

também diversos nutrientes, principalmente proteinas com alto valor bioldgico, calcio
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e vitamina D (SANTOS; ROCHA; SANTANA, 2019). O teor de lactose presente no
leite humano e bovino é superior ao de gorduras e proteinas e por isso ela tem um
papel importante na nutricdo, uma vez que é uma importante fonte de energia para o
organismo e que, quando consumida, os niveis de glicemia sdo menores se
comparados aos niveis proporcionados pelo consumo de glicose (SEKI; SAITO, 2012;
PEREIRA et al., 2012).

Os carboidratos s&o absorvidos pelo intestino apenas na forma de
monossacarideos, ou seja, estruturas mais complexas (como os dissacarideos)
precisam ser previamente hidrolisados para serem absorvidos (WANES; HUSEIN;
NAIM, 2019). A enzima responsavel por realizar a hidrolise da lactose é a lactase.
Porém, alguns individuos possuem uma deficiéncia dessa enzima resultando em ma
absorcado deste carboidrato, e essas pessoas apresentam sintomas de intolerancia a
lactose (WANES; HUSEIN; NAIM, 2019).

2.4.1 Intolerancia a lactose

A lactose é o principal carboidrato consumido por criancas em fase de
aleitamento materno e passou a ser consumido também por individuos em fase adulta.
Com isso, surgiu-se a necessidade de transformar esse carboidrato em moléculas
menores e digeriveis, papel da enzima lactase (SEGUREL; BON, 2017).

A atividade da enzima lactase € maxima no momento do nascimento do
individuo, porém ao longo da infancia sua atividade é diminuida, provocando uma ma
absorcdo da lactose pelo organismo, o que leva a fermentacdo da mesma a acido
latico (CsHsOs), metano (CHs) e gas hidrogénio (H2) (MATTAR; MAZO, 2010;
MISSELWITZ et al., 2019). A ndo persisténcia da atividade da enzima lactase néo é
uma doenca — tanto a persisténcia quanto a ndo persisténcia dela sédo fendtipos
comuns em seres humanos (MISSELWITZ et al., 2019). Apesar disso, ela causa
sintomas que podem interferir na qualidade de vida, como dor e espasmos
abdominais, flatuléncia, borborigmos, sensacao de inchaco no abdome, diarreia e, em
alguns casos, até vémito (MATTAR; MAZO, 2010; FERREIRA-LAZARTE; MORENO;
VILLAMIEL, 2018).

Em apenas cerca de um terco da populacdo mundial a expressao da lactase
persiste ao longo da vida. A porcentagem de individuos “lactase persistente” varia

muito entre as populacdes, porém é mais frequente em individuos descendentes do
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norte europeu, e da Africa (SEGUREL; BON, 2017). Aproximadamente 70% da
populacdo mundial de diversas faixas etarias ndo apresenta a persisténcia da enzima
ao longo da vida e em paises asiaticos essa taxa pode chegar a 100% (FERREIRA-
LAZARTE; MORENO; VILLAMIEL, 2018; XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).

Essa distribuicdo pode estar ligada ao habitual consumo de leite de
populacdes pastoris ou agropastoris, resultado da domesticacdo de animais leiteiros
em épocas pré-modernas. Porém outros fatores também podem influenciar, visto que
nem sempre o consumo de leite esta diretamente relacionado a persisténcia da
enzima (SEGUREL; BON, 2017).

As opcdes de tratamento para intolerantes a lactose incluem uma dieta pobre
em lactose, utilizacdo da enzima lactase de forma oral, consumo de prebidticos que
produzam lactase bacteriana ou que adaptem a microbiota do colon (MISSELWITZ et
al., 2019). Sendo assim, é de extrema importancia a busca de métodos que otimizem
a producado dessa enzima para que os individuos intolerantes possam aproveitar 0s

beneficios da lactose.

2.4.2 Hidrélise da lactose

A fim de minimizar os problemas causados pela intolerancia a lactose,
industrias alimenticias tém criado diferentes estratégias para obter produtos sem este
acucar. Além disso, nas industrias que produzem queijo a lactose é considerado um
residuo que pode causar problemas ambientais, porém, se esta for hidrolisada, o soro
do queijo pode ser utilizado na producéo de diversos outros produtos (VASILEVA et
al., 2016).

Para que ocorra a quebra da molécula de lactose, duas metodologias
diferentes podem ser utilizadas: hidrdlise 4cida ou enzimatica.

No método acido (também chamado de método quimico) o ajuste do pH pode
ser feito diretamente através do acido utilizado no tratamento e a temperatura pode
chegar até a 150 °C por um curto periodo de tempo. Em alguns casos, esse metodo
pode apresentar um alto grau de conversdo, porém tem algumas desvantagens: sé
pode ser usado em reacfes que ndo tenham proteina, o produto final precisa ser
neutralizado, o produto hidrolisado é marrom e necessita de um processo de
descoloracdo antes de ser utilizado (o0 que eleva os custos de producao), além da

formacdo de subprodutos indesejaveis e utilizacdo de agentes quimicos muito
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agressivos, como acido sulfarico, acido nitrico ou &cido fosférico (HARJU;
KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).

A utilizacdo da enzima B-galactosidase tem se mostrado uma maneira
eficiente de hidrolisar a lactose. A hidrélise enzimatica da lactose é um dos processos
biotecnoldgicos mais importantes na industria alimenticia, devido aos beneficios que
pode trazer: permite que pessoas intolerantes consumam produtos lacteos; formacéao
de galacto-oligossacarideos durante o processo de hidrélise que favorece o
crescimento da microflora intestinal; melhora das caracteristicas sensoriais dos
alimentos com a lactose hidrolisada, como maior solubilidade (pois ndo ocorre a
cristalizacdo da lactose), maior poder adocante, formacdo de monossacarideos que
séo mais facilmente fermentaveis e maior biodegradabilidade do soro (JURADO et al.,
2002). Desde a década de 1970, quando a primeira B-galactosidase isolada se tornou
comercialmente utilizavel, processos de hidrolise enzimatica vém sendo utilizados em
produtos lacteos (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).

2.5 ENZIMA BETA-GALACTOSIDASE

A enzima B-galactosidase também conhecida como lactase (E. C. 3.2.1.108),
pertence ao grupo de enzimas hidroliticas e catalisa a reacdo de hidrdlise da lactose
em glicose e galactose (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018). E a enzima comercial
mais amplamente utilizada comercialmente e a base dos processos biotecnoldgicos
mais desenvolvidos atualmente para aproveitar a lactose (KAUR et al., 2009). E
composta por quatro cadeias iguais de polipeptideos, cada uma constituida por 1023
aminoacidos combinados para formar um dominio estrutural bem definido (SAQIB et
al., 2017). A fonte para producéo da lactase pode ser de origem animal, microbiana
(bactérias, fungos ou leveduras) ou vegetal (CUNHA et al., 2008; SAQIB et al., 2017).

A FIGURA 3 mostra a estrutura de uma lactase isolada do fungo Penicillium sp.

FIGURA 3 - ESTRUTURA NATIVA DA ENZIMA LACTASE ISOLADA DE Penicillium sp

FONTE: ROJAS et al., 2004.
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Essa enzima tem duas aplicacbes principais: remover a lactose de produtos
lacteos e a producédo de produtos galactosilados; sua producdo mundial é estimada
em cerca de 5,75 toneladas métricas por ano (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).
Outras aplicagbes da lactase sdo tratamento de efluentes de laticinios que
apresentem lactose, aumentar o prazo de validade de produtos que contém lactose,
producdo de lactitol (farmaco utilizado como laxante), e producdo de adocantes
contendo glicose e galactose (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).

Devido a propriedade que a B-galactosidase tem de tanto hidrolisar a lactose
qguanto transgalactosilar a galactose (ou seja, a enzima transfere a unidade de
galactose para um aceptor que contenha um grupo OH), ela vem sendo utilizada
também para a producdo de GOS, o que favorece o crescimento da microflora
bacteriana intestinal (JURADO et al., 2002; HEIDTMANN et al., 2012). Além das
diversas vantagens apresentadas pela lactase no organismo humano, estudos
genéticos sugerem que individuos que apresentam a persisténcia dessa enzima
possuem maior densidade mineral 6ssea e maior altura (MISSELWITZ et al., 2019).

Algumas propriedades dessa enzima, como pH e temperatura Otimos
dependem da fonte ao qual sdo obtidas e do modo de preparo para ser comercializada
(CAMPOS et al., 2009).

A “dosagem” das enzimas ¢ feita através da atividade. A atividade enzimatica
das enzimas produzidas € altamente dependente do meio, principalmente do pH e da
temperatura. Em geral, as enzimas possuem um valor 6timo de pH e de temperatura
a qual apresentam atividade maxima e, conforme vao se afastando desses valores, a
atividade vai diminuindo (TORRES, 2001). O crescimento do microrganismo em meio
de cultura é o primeiro passo para a producdo da enzima. Porém, para alcancar
maiores taxas de hidrdlise da lactose, a enzima deve ser extraida das células.

A etapa de separacdo e purificacdo de uma enzima é extremamente
importante para obtencéo da atividade desejavel. Métodos mecanicos geralmente ndo
s&o especificos, porém apresentam alta eficiéncia de extragcdo (CAREVIC et al.,
2015). Métodos quimicos também podem ser utilizados nessa etapa, porém nao sao
recomendados para o caso da lactase, visto que essa enzima é, muitas vezes,
empregada em produtos alimenticios.

Diversas metodologias tém sido estudadas a fim de extrair enzimas
intracelulares. Alguns meétodos sao de dificil aplicacdo em escala industrial e sdo mais

indicados para uso em laboratorio, como a sonicacdo e a prensa francesa; outros
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podem ser usados em larga escala, como o moinho de bolas e a homogeneizacdo em
alta presséo (BURY; JELEN; KALAB, 2001).

A utilizacdo de pérolas de vidro e de areia de quartzo tem se mostrado uma
técnica muito viavel, pois tem alcancados bons resultados e apresentam baixo custo
gquando comparados com outras metodologias. Além disso, € possivel estudar a
eficiéncia de diferentes tamanhos de particulas e diferentes formas de agitacdo na
extragdo enzimatica (CAREVIC et al., 2015).

2.6 MICRORGANISMOS PRODUTORES DE LACTASE

Enzimas microbianas sdo usadas em diversas aplicacbes na industria
alimenticia além da producdo de medicamentos, sintese de moléculas orgéanicas,
processos de biotransformacéao, entre outros (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).

A escolha da melhor fonte a ser utilizada depende, além da disponibilidade,
das condicdes de reacdo exigidas pelo processo — enquanto lactases bacterianas
costumam ter maior atividade em pH na faixa de 2,5 a 5,4, lactases fungicas trabalham
melhor em pH entre 6,0 e 7,0 (SAQIB et al., 2017). A levedura Kluyveromyces lactis é
uma das principais fontes comerciais de lactase. Seu pH 6timo varia entre 6,0 e 7,0 e
a enzima produzida € intracelular (SAQIB et al., 2017).

A B-galactosidase extraida de fontes bacterianas tem apresentado diversas
vantagens, como alta atividade, facilidade de fermentacéo e estabilidade (SAQIB et
al., 2017).

As bactérias que produzem lactase podem ser encontradas, por exemplo, no
soro de queijo, devido a quantidade de lactose presente. De acordo com Fitzsimons,
Mulvihill e Morris (2007), o soro de queijo contém aproximadamente 5% de lactose,
mesma quantidade presente no leite.

Espécies de Lactobacillus e Bifidobacterium sdo conhecidos probidticos e,
portanto, tém sido altamente estudados como possiveis fontes para producéo de (-
galactosidase (SAQIB et al., 2017). Em 1983, Kim e Gilliland descobriram que a adigéo
da bactéria Lactobacillus acidophilus ao leite melhorou consideravelmente a digestao
da lactose em humanos pois esse microrganismo poderia fornecer uma fonte de
lactase no trato intestinal.

Estudos sugerem que a enzima B-galactosidase produzida a partir de

bactérias acido laticas (como os Lactobacillus) é considerada neutra e adequada para
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a hidrolise da lactose do leite assim como para a producdo de galacto-
oligossacarideos (CAREVIC et al., 2015). As bactérias acido laticas representam um
grupo diverso, com inumeras aplicagdes industriais e, apesar de as cepas mais
exploradas serem de espécies de Bifidobacterium e Streptococcus, algumas lactases
de Lactobacillus tém sido caracterizadas (CAREVIC et al., 2015).

Embora muitos microrganismos possam ser utilizados para a producdo da
enzima, apenas alguns sao reconhecidos como seguros: Aspergillus niger, A. oryzae,
and Kluyveromyces lactis (XAVIER; RAMANA; SHARMA, 2018).

2.7 ATIVIDADE ENZIMATICA

A medida da atividade enziméatica € possivel mesmo com outras proteinas no
meio devido a alta especificidade das mesmas. Entdo mesmo que haja outras enzimas
no meio, € possivel encontrar a atividade da enzima de interesse. Para isso, é medida
a velocidade da reacao que é expressa em (U), que é a quantidade de enzima capaz
de formar 1 umol de produto por minuto em condi¢des 6timas (TORRES, 2001).

Quando se opta por processos de hidrdlise enzimatica, uma série de fatores
devem ser levados em consideracédo, como o pH do meio, temperatura maxima que a
enzima escolhida permanece tendo atividade, tempo de contato admissivel,
concentracdo enzimatica, entre outros (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN,
2012).

O pH afeta a atividade enzimatica devido as modificacdes que promove nos
grupos iénicos, principalmente de aminoacidos localizados no sitio ativo da enzima.
Esse efeito do pH sobre a atividade enzimética pode ser notado na velocidade da
reacao e na estabilidade da enzima (FILHO; VITOLO, 2018). Ao elevar a temperatura
de uma reacdo, sua velocidade aumenta, devido ao aumento da energia cinética das
moléculas. Porém, essa velocidade passa a decrescer em temperaturas muito
elevadas, ja que pode levar a desnaturacao proteica. A partir de certa temperatura
(que varia dependendo da enzima), a desnaturacdo passa a se sobressair sobre a
ativacao resultando em uma diminui¢cdo da velocidade de reacéo (FILHO; VITOLO,
2018).

A atividade da enzima deve ser preservada, tanto durante o tempo em que ela
fica armazenada, quanto durante sua utilizacdo. Diferentes métodos podem ser

utilizados para quantificar a atividade de uma enzima. Alguns exemplos sao o método
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das velocidades iniciais, método das taxas iniciais da reacdo de hidrdlise de lactose e
ONPG. Dentre eles, o método mais utilizado € o ONPG, porém os reagentes utilizados
para essa metodologia séo relativamente caros.

Outra metodologia que pode ser utilizada para avaliar o comportamento da
enzima lactase € o método titulométrico de Lane-Eynon, método recomendado pela
Instrucdo Normativa n° 68 (BRASIL, 2006) para quantificacdo de lactose presente em
amostras, que se baseia na reducao de um volume conhecido de reagente de Fehling
em que o ponto final da titulacdo € indicado pelo azul de metileno reduzido por um
excesso de acucar redutor. Ao final da titulacdo, o liquido passa de azul para incolor,
mas é possivel notar a presenca de um precipitado vermelho tijolo devido ao fato de
que os sais cupricos, em solucéo tartérica alcalina, transformam-se em sais cuprosos
vermelhos que precipitam (DEMIATE et al., 2002).

E um método de facil aplicacdo e que, por quantificar a lactose, poderia ser
utilizado para avaliar a atuacéo da lactase na hidrdlise da lactose. Através da diferenca
de lactose presente no meio antes e depois da acdo da enzima, € possivel calcular
guantidade em g de lactose consumidas por unidade de tempo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 LOCAL DE CONDUCAO DOS EXPERIMENTOS

Os experimentos foram realizados nos laboratérios de Quimica Geral e de

Cinética e Biorreatores da Universidade Federal do Parana (UFPR) - Setor Palotina.

3.2 COLETA E ARMAZENAMENTO DO SORO DE QUEIJO

O soro de queijo utilizado nos experimentos foi obtido de um laticinio
localizado no municipio de Palotina, regido oeste do Parana. A industria recebe
diariamente cerca de 65 mil litros de leite para a producao de variados tipos de queijos.
As amostras foram coletadas em frascos plasticos e, até 0 momento do uso, ficaram

armazenados sob refrigeracao a -20 °C.

3.3 CARACTERIZACAO DO SORO DE QUEIJO

A TABELA 1 apresenta as metodologias utilizadas para a caracterizacdo do

soro de queijo.

TABELA 1 - METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA A CARACTERIZACAO DO SORO DE QUEIJO

Pardmetros Metodologia Referéncia

pH Potenciometria APHA (2005)
Proteinas (%) Espectrofotometria Bradford (1976)
Umidade (%) Gravimetria Instituto Adolfo Lutz (2005)
Cinzas (%) Gravimetria Instituto Adolfo Lutz (2005)
Lactose (%) Titulometria BRASIL (2006)
Lipidios (%) Gravimetria Bligh; Dyer (1959)

FONTE: O autor (2021).

3.4 SELECAO E ISOLAMENTO DOS MICRORGANISMOS

A selecdo do microrganismo foi realizada utilizando-se a técnica de diluicdo
em série de amostras do soro de queijo em agua destilada. A inoculacéo foi feita em
placas de Petri contendo o meio de cultura MRS (Man Rogosa & Sharpe, Acumedia —
7406), seletivo para Lactobacillus. Aliquotas de 100 pL das diluicbes com
concentracdes 101, 102 e 102 foram inoculadas, em triplicata, utilizando-se o método

de espalhamento em placas de Petri. As placas foram mantidas a 37 °C por 6 dias
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para o crescimento do microrganismo e aquelas que apresentaram colbnias bem
definidas foram selecionadas para a realizacdo do isolamento. Em seguida, as
culturas com crescimento evidenciado foram plaqueadas por estrias e incubadas,
novamente, sob as mesmas condi¢des. As culturas que ainda n&o estavam puras
foram plagueadas novamente em estrias para tentar o isolamento novamente; este

procedimento foi repetido até que fossem obtidas placas com cultura pura.

3.5 TESTE DE PRODUCAO DE LACTASE

Foi realizado um teste qualitativo de producédo da enzima lactase antes de
seguir para as etapas seguintes. Uma alcada do microrganismo crescendo na placa
com o meio MRS foi transferida para uma placa de Petri contendo Agar CLED. O
meétodo é recomendado pela ANVISA (2004) para o isolamento e quantificacdo de
microrganismos presentes em amostras de urina, onde organismos que fermentam
lactose baixam o pH e mudam a cor do meio de verde para amarelo, podendo assim

verificar se 0 microrganismo € lactose negativa ou positiva.

3.6 PROCESSO FERMENTATIVO

3.6.1 Preparo do inéculo

O microrganismo selecionado neste estudo foi repicado em placas de Petri
com meio MRS e incubado em estufa bacteriolégica a 37 °C por 24 h para ativacao.
Passado este tempo, 2 algadas das coldnias foram transferidas para frascos do tipo
Erlenmeyer de 250 mL com o meio MRS de propagacdao de indculo. Os frascos eram
colocados em agitador-incubador shaker da marca CIENLAB, modelo CE-725/R a
180 rpm e 37 °C por 24 h. ApGs esse periodo, foi realizada a leitura da absorbancia
em espectrofotdmetro a 620 nm e, estando a leitura na faixa de 1,0 £ 0,1, prosseguia-
se para os ensaios de cultivo inoculando 10% (v/v) do volume desse in6culo em 50

mL do respectivo meio.
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3.6.2 Condicdes de cultivo para a producdo de p-galactosidase

50 mL do soro foi esterilizado a 121 °C por 15 min e em seguida colocado em
frasco Erlenmeyer de 250 mL, para ser utilizado como fonte de substrato na
fermentacao dos Lactobacillus.

Foram analisadas diferentes faixas de temperatura e diferentes
concentracbes de lactose adicionadas ao meio para obter-se a otimizacdo da
producéo da enzima desejada. Para isso, foram testadas as temperaturas de 30, 37 e
43 °C, pois estdo proximas a temperatura de crescimento 6timo desse microrganismo,
conforme encontrado na literatura (BURY; JELEN; KALAB, 2001; TODOROV; DICKS,
2005; DAGBALI; GOKSUNGUR, 2008; MOZUMDER et al., 2012). Em relagcédo a
concentragdo de lactose adicionada ao meio, também foram testados trés diferentes
niveis, conforme encontrado em estudos anteriores: 0, 35 e 70 g L-1 (DAGBALI,
GOKSUNGUR, 2008; MANERA et al., 2011; MOZUMDER et al., 2012). Os frascos
ficaram sob agitacdo a 180 rpm e amostras eram retiradas ap0s 24, 48 e 72 h, para

0S ensaios de rompimento celular.

3.7 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um planejamento experimental do tipo 22 com repeticdo no ponto
central, como mostra a TABELA 2:

TABELA 2 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO 22 COMPLETO

Variaveis
Ensaio
Temperatura (°C) Lactose (g L)
1 30 (-1) 0(-1)
2 43 (+1) 0(-1)
3 30 (-1) 70 (+1)
4 43 (+1) 70 (+1)
5 37 (0) 35 (0)
6 37 (0) 35 (0)
7 37 (0) 35 (0)
8 37 (0) 35 (0)

FONTE: O autor (2021).
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De acordo com Tedfilo e Ferreira (2005), através de planejamentos fatoriais
com ponto central € possivel obter uma boa estimativa dos erros de um experimento
além de ser possivel avaliar a significancia dos efeitos. Além disso, segundo o0s
autores, outras vantagens desse tipo de planejamento sdo que “o risco de perder a
relacdo néo linear entre os intervalos é minimizado e € possivel estimar um modelo
razodvel e verificar se hé falta de ajuste” (TEOFILO; FERREIRA, 2005, p. 341).

3.8 EXTRACAO DA ENZIMA

Com o objetivo de extrair a enzima foram centrifugados 15 mL do caldo
fermentado a 6500 rpm por 10 min. Em seguida, o pellet foi lavado com tampé&o fosfato
1M (pH 6,8) e centrifugado novamente. O novo pellet foi entdo ressuspendido em 5
mL de tampé&o fosfato.

Para os ensaios de rompimento celular utilizando pérolas de vidro foi utilizada
a metodologia proposta por Sangwan e colaboradores (2014) com modificacdes. Para
isso, 10 g de pérolas de vidro foram adicionadas ao frasco com a suspenséo celular.
A amostra foi agitada em agitador tipo vortex por 10 ciclos, sendo que cada ciclo
corresponde a 1 min de agitacdo e 30 s em banho de gelo para evitar a desnaturacao
da enzima. A solucao foi centrifugada a 6500 rpm por 10 min e o sobrenadante foi

armazenado.

3.9 ATIVIDADE ENZIMATICA

Apdbs o rompimento celular, a suspensao obtida foi utilizada para a realizacéo
dos testes de atividade enzimatica pelo método ONPG.

A metodologia de guantificacdo de atividade enzimatica através do método
Orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) foi descrita por Lederberg (1950).
Quando hidrolisado, o ONPG (que possui estrutura semelhante a da lactose), forma
galactose e ONP (composto de coloracdo amarela que, ao contrario do ONPG,
absorve a luz em 420 nm); portanto, altera¢cdes no valor da absorbéncia da amostra,
comparada com o padrdo, indicam a variacdo na atividade enzimatica.

Primeiramente foi preparada uma solucdo padrao de o-nitrofenol para obter a
curva de calibracdo, seguindo metodologia proposta pelo Food Chemicals Codex

(1981). Foram transferidos 139 mg de o-nitrofenol para um frasco volumétrico de 1000
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mL, onde foi dissolvido em 10 mL de alcool 95%; o volume foi diluido com agua e
misturado. Porcdes de 2, 4, 6, 8, 10, 12 e 14 mL dessa solucédo foram pipetadas e
transferidas para frascos volumeétricos de 100 mL, e foram diluidas até o volume com
solucdo de bicarbonato de sbédio a 1%. Assim, as diluigbes continham,
respectivamente, 0,02, 0,04, 0,06, 0,08, 0,10, 0,12 e 0,14 pmol de o-nitrofenol por mL.
Foi determinada a absorbéancia de cada diluicdo a 420 nm em uma célula de 1 cm em
espectrofotdbmetro, usando agua como branco. Foi plotado um gréfico de absorbéancia
versus umol de o-nitrofenol, e obteve-se uma linha reta, gerando uma equagéo que
sera utilizada para obter a concentracao de o-nitrofenol presente nas amostras.

A fim de encontrar o coeficiente de extingdo dessa diluicao, foi feita a diviséo
da absorbancia de cada diluicdo por pumol de o-nitrofenol, e calculada a média dos
valores obtidos.

Para o preparo do substrato, foi preparada uma solucdo de ONPG 3 mM
preparados em tampéao fosfato (pH 7,0). Em seguida, foi colocado em um microtubo
780 uL de tampao fosfato e 110 pL do extrato enzimatico. As amostras foram deixadas
em banho metabdlico do tipo Dubnoff a 30 °C para equilibrar a temperatura. Entdo
adicionou-se 110 puL da solucdo de ONPG. Apds 1 minuto a reacédo foi interrompida
adicionando 220 pL de carbonato de sédio 1 M. A leitura da absorbancia foi feita em
espectrofotometro UV/Visivel Nanodrop2000 (ThermoScientific) com A = 405 nm. Para
o branco, foi feito o mesmo procedimento colocando-se agua destilada no lugar da
amostra.

A atividade enzimatica foi calculada seguindo a lei de Lambert-Beer, conforme

apresentado na equacao 1:

A = gonpe X L x Conpg (1)

onde A é a absorbancia da amostra lida no espectrofotometro, €onec € 0
coeficiente de extingdo molar do ONPG (cm? pmol?), L € o caminho ético (cm) e Conpc
é a concentracdo de ONPG (umol mL?1).

Como houve uma diluicdo do extrato enzimatico em relagdo ao volume final,
deve-se usar um fator de diluicdo Va/Vi onde Vi € o volume final do teste e Va € 0
volume inicial da amostra. Sendo assim, pode-se encontrar a concentracdo de ONPG

atraves da equacgdao 2:
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A.XVf

C = - — 2
ONPG eonpa X Lx V, (2)
A atividade volumétrica pode entéo ser calculada através da equacéo 3:
C
A, = —ZONPG (3)

t

Paraisso, t (tempo da reacdo, em min) é igual a 1 min, Vi=1,22 mL, Va=0,11
mL, eonpc = 3,1 cm? umol?! e L = 1 cm. Uma unidade de atividade enzimatica (Uonpg)
foi definida como a quantidade de pmols de ONPG que reagem em 1 miN nas

condicbes de ensaio.

3.10 HIDROLISE DA LACTOSE

Também foi realizada a hidrolise da lactose, a fim de analisar o
comportamento da enzima em um meio com a adicdo desse acUcar. A quantificacédo
de glicidios redutores foi realizada pelo método Lane-Eynon, recomendado pela
Instrucdo Normativa n° 68 (BRASIL, 2006), e todas as soluc¢des utilizadas foram
preparadas seguindo essa mesma instrucao.

Primeiro foi realizada a padronizacéo das solucdes de Fehling A e B utilizando
0,5 g de glicose previamente seca em estufa a 70 °C durante 1 h.

Foram preparados tubos de ensaio contendo 9 mL de uma solucéo sintética
de lactose a 5% (m v1), preparada em tampéao fosfato de potassio (pH 7). A esses
tubos foi adicionado 1 mL da suspensado enzimatica obtida apés o rompimento celular
e entdo foram colocados em banho termostatico com temperatura ajustada a 37 °C
por 15 min.

ApOs esse tempo, as amostras foram colocadas em balédo volumétrico de 250
mL ao qual foram adicionados 5 mL de solucéo de ferrocianeto de potassio a 15% e
5 mL de solucéo acetato de zinco a 30%; o volume foi completado com agua destilada.
A solucéo foi deixada em repouso por alguns minutos para sedimentar e em seguida
filtrada em papel filtro. O filtrado foi recebido em erlenmeyer de 250 mL e transferido
para bureta de 25 mL.

Em erlenmeyer de 125 mL eram adicionados 5 mL de cada uma das solu¢cdes

de Fehling A e B e 40 mL de agua destilada. Esta solucdo era aquecida em placa
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aguecedora até ebulicdo e entdo comecava a titulacdo, gotejando a amostra sem
agitacao até que o liquido ficasse levemente azulado. Entdo, sem parar a titulacéo,
era adicionada uma gota de azul de metileno a 1%. A titulagdo acaba quando ha a
descoloracéo do indicador — o liquido fica transparente com um precipitado vermelho-
tijolo.

Por meio da quantidade de solucdo utilizada na titulacdo, foi calculada a
quantidade de glicidios redutores presentes em cada amostra, conforme mostra a
equacao 4, onde TF é o titulo de Fehling (obtido pela padronizagédo das solucfes de
Fehling com a glicose), V é o volume gasto na titulacdo em mililitros e m é a massa

da amostra em gramas.

TF
100 x 250 x (-
2, 1,39 “)

% de glicidios redutores em lactose = Vxmm

Uma unidade de taxa de lactose consumida na reacado de hidrolise com a
lactase (HL) foi definida como a quantidade de lactose que a enzima é capaz de
consumir por minuto de reagéo, através da equacao 5:

HLmedia = QL-oLf (5)
t

onde QLi é a quantidade inicial de lactose presente no meio, QLf a quantidade final

de lactose presente no meio e t € o tempo de reacgdao.
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4 RESULTADOS / ANALISE DOS DADOS

4.1 CARACTERIZACAO DO SORO DE QUEIJO

A TABELA 3 apresenta os valores obtidos na caracterizacao do soro de queijo

em estudo, bem como valores encontrados na literatura para esse efluente.

TABELA 3 - CARACTERIZACAO DO SORO DE QUEIJO

Parametros Ef'gsetztgoem FonTngézlzzaéos) Nery et al. (2008) Bald et al. (2014)
pH 6,30 6,19 : 5,32
Proteina soluvel (%) 1,91 0,84 2,24 0,86
Umidade (%) 94,16 93,67 93,39 94,35
Cinzas (%) 0,47 0,47 0,47 0,52
Lactose (%) 3.14 4.42 3.44 4.84
Lipidios (%) 0.14 0.77 0.46 0.27

FONTE: O autor (2021).

A composicao desse tipo de efluente pode variar em fungéo dos processos
empregados na producao do queijo, das caracteristicas do leite utilizado, e do tipo de
queijo fabricado (PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).

Os parametros pH, proteina soltvel, umidade e cinzas encontram-se dentro
do intervalo apresentado na literatura para o soro proveniente da producao de queijos.
Quanto as diferencas observadas para os outros parametros quando comparados 0s
dados obtidos neste estudo e os dados encontrados na literatura, estas podem ser
devido a diversos fatores, como 0 processamento, o tipo de queijo utilizado, ao
armazenamento, entre outros.

Em relacdo ao teor de lactose ter sido menor aos outros estudos comparados,
isso pode ter ocorrido pelo fato de as analises ndo terem sido feitas imediatamente
apos a coleta, e o soro ter sido armazenado. Durante o tempo de armazenamento,
particulas de lactose podem cristalizar, dependendo das condi¢des (FITZPATRICK et
al., 2007). Além disso, na fabricac&o de alguns tipos de queijo a degradacéo da lactose
ocorre nas fases iniciais e de maneira mais rapida, o que explica as diferencas nos
teores de lactose obtidos (PERRY, 2004).

O soro utilizado neste estudo é proveniente da producéo de diversos tipos de
queijo (mucarela, parmeséo, provolone, prato, coalho). Os queijos tipo parmeséao e
prato sdo considerados “gordurosos” por ter alto teor de lipideos (PERRY, 2004) e

isso pode explicar o teor menor de lipideos no efluente utilizado neste estudo. Nery e
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colaboradores (2008), por exemplo, utilizaram o soro proveniente da producao de
queijo tipo mucarela, considerado normalizado em teor de gordura e, portanto, fica

mais gordura no soro.

4.2 SELECAO E ISOLAMENTO DO MICRORGANISMO

A fim de prosseguir com 0s experimentos, foi realizado um teste de producao
de lactase utilizando o 4gar CLED. A bactéria selecionada para realizacdo dos
experimentos foi a que, apds 48 h de crescimento, mudou a coloracdo do meio de azul

para amarelo, como mostra a FIGURA 4.

FIGURA 4 - PLACA COM AGAR CLED NO MOMENTO DA INOCULACAO (A) E APOS 48 H DE
CRESCIMENTO (B

-

FONTE: O autor (2021).

Na composicéo do meio é utilizado um indicador de pH, o azul de bromotimol,
para diferenciar os bacilos capazes ou néo de utilizar a lactose. Os microrganismos
capazes de fermentar esse aclUcar reduzem o pH do meio, levando a mudanca de

coloracdo de azul para amarelo.
4.3 PROCESSO FERMENTATIVO

As amostras obtidas a partir do planejamento experimental retiradas nos
tempos de fermentagdo 24, 48 e 72 h foram submetidas aos ensaios de rompimento
celular por meio de pérolas de vidro para extragdo enzimatica. Apds, para cada
amostra quantificou-se a atividade enzimatica pelo método ONPG, e a taxa de lactose
consumida pelo método de Layne-Eynon.
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4.3.1 Atividade enzimatica

A atividade enzimatica média (AE média), para o método ONPG foi obtida a
partir da média aritmética das triplicatas realizadas para medida de atividade
enzimatica em cada ensaio. Foram analisados os efeitos de diferentes temperaturas
(T) e concentracdes de lactose (L) utilizadas.

A TABELA 4 mostra a matriz do planejamento, com as varidveis nas suas

formas codificadas e reais, e o resultado de atividade enzimatica média obtido.

TABELA 4 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO 22 COMPLETO PARA O METODO ONPG

) Variaveis AE média (U mL™)
Ensalo Temperatura (°C) Lactose (g L) 24 h 48 h 72 h
1 30 (-1) 0(-1) 1,631 +0,10 0,671 £ 0,02 0,726 + 0,17
2 30 (+1) 70 (-1) 0,593 + 0,06 0,860 + 0,09 0,519 + 0,20
3 43 (-1) 0 (+1) 1,965 + 0,79 1,182 + 0,07 1,519 + 0,08
4 43 (+1) 70 (+1) 1,486 + 0,05 1,858 + 0,24 0,762 + 0,04
5 37 (0) 35 (0) 0,673 £ 0,02 0,366 + 0,05 0,161 + 0,01
6 37 (0) 35 (0) 0,946 £ 0,20 0,450 + 0,02 0,246 + 0,01
7 37 (0) 35 (0) 1,156 + 0,02 0,372 £ 0,03 0,382 + 0,02
8 37 (0) 35 (0) 1,088 + 0,08 0,487 £ 0,01 0,347 £ 0,01

FONTE: O autor (2021).

A analise da tabela mostra que o melhor resultado foi obtido no ensaio 3, que
corresponde a temperatura de 43 °C sem a adi¢ao da lactose, ap6s 24 h de reacédo, o
qual apresentou AE média de aproximadamente 1,97 U mL™2.

Na FIGURA 5 é apresentada a superficie de resposta, em cada tempo
considerado.

Observa-se que a superficie de resposta para cada tempo de reacéo
apresentou caracteristicas distintas, mostrando que neste tratamento o tempo

interferiu na atividade.
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FIGURAS - SUPERFICIE DE REPOSTA DA AE EM FUNQ/:\O DA TEMPERATURA E
CONCENTRACAO DE LACTOSE PARA O METODO ONPG APOS 24 (A), 48 (B) e 72 (C) HORAS
DE REACAO

Fitted Surface; Variable: AE (24 horas)

2 factors, 1 Blocks, 24 Runs; MS Residual=,1899858
DWV: AE (24 horas)

(C AT o

M -
=11
M <
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Fitted Surface; Variable: AE (48 horas)
2 factors, 1 Blocks, 24 Runs; MS Residual=,1824084
DV: AE (48 horas)
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Fitted Surface; Variable: AE (72 horas)
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FONTE: O autor (2021).
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As estimativas dos efeitos principais e de interacdo entre as variaveis para o
tempo de reacéo de 24 horas estdo apresentadas na TABELA 5, juntamente com o0s
valores obtidos para o erro padrdo, p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no
modelo e coeficiente de determinacdo do modelo R? com um nivel de significancia
(a=0,05). Os valores destacados em italico mostram os efeitos significativos para o

intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

TABELA 5 - ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA PARA O METODO
ONPG APOS 24 HORAS DE REACAO

Variavel p-valor Coeficiente Erro
Intercepto 0,000000 1,181028 0,089103
T 0,032604 0,288494 0,251280
L 0,006820 -0,379536 0,251652
TxL 0,279625 0,139829 0,251652
FONTE: O autor (2021).
R? = 0,43829.

Observando-se as estimativas dos efeitos para este planejamento, verifica-se
que apenas a interacdo entre as variaveis ndo foi significativa. A temperatura e o teor
de lactose possuem influéncia na atividade enzimética da lactase no intervalo de
confianca de 95%.

O nivel de significaAncia dessas variaveis pode ser observado através do
Gréfico de Pareto indicado na FIGURA 6, o qual apresenta a razdo entre o valor
estimado do efeito e seu erro padrao.

FIGURA 6 - GRAFICO DE PARETO PARA O MODELO OBTIDO NO METODO ONPG APOS 24
HORAS DE REACAO

(2)Lactose(L) .301535

(1)Temperatura(L) 2295193

1Lby2L 1,111289

p=.05

Fonte: O autor (2021).

Pelo grafico, € possivel observar que a variavel que possui maior influéncia é
a concentracdo de lactose, seguida da temperatura, pois encontram-se a direita da

linha vermelha. A concentracdo de lactose tem influéncia negativa na atividade
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enzimatica, o que indica que quanto menor seu valor, mais tende a aumentar a
atividade da enzima.

A anadlise de variancia atraves do teste F é apresentada na TABELA 6. A partir
da andlise de variancia do sistema, comparando-se Fcac com Fab, € possivel afirmar
se 0 modelo proposto € valido e se os parametros da equacao se ajustam aos dados
experimentais, caso Fcac > Fub. Desta forma, o modelo proposto & valido sendo

possivel escrever o modelo matematico em fungéo das variaveis avaliadas.

TABELA 6 - ANALISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA PARA O METODO
ONPG APOS 24 HORAS DE REACAO

Fonte de variacdo SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséo 2,964894 3 0,988298 5,201957 3,098391
Erro 3,799716 20 0,189986

Total 6,764609 23

FONTE: O autor (2021).

Para os dados obtidos prop6em-se um modelo para atividade enzimética

através das variaveis estudadas, como mostra a equacgao 4.

AE =0,725752 + 0,022872T - 0,033278L + 0,000615TxL (5)

As estimativas dos efeitos principais e de interacdo entre as variaveis para o
tempo de reacéo de 48 horas estdo apresentadas na TABELA 7, juntamente com 0s
valores obtidos para o erro padrdo, p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no
modelo e coeficiente de determinacdo do modelo R? com um nivel de significancia
(a=0,05). Os valores destacados em italico mostram os efeitos significativos para o

intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

TABELA 7 - ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA NO METODO ONPG
APOS 48 HORAS DE REACAO

Variavel p-valor Coeficiente Erro
Intercepto 0,000000 0,767292 0,087308
T 0,010371 0,348267 0,246218
L 0,094884 0,216153 0,246582
TXxL 0,334457 0,121940 0,246582
FONTE: O autor (2021).
R2 =0,37607.

Observando-se as estimativas dos efeitos para este planejamento, verifica-se
gue, dentre as variaveis estudadas, apenas a temperatura mostrou-se significativa no

intervalo de confianca de 95%.
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O nivel de significancia dessas variaveis pode ser observado através do
Grafico de Pareto indicado na FIGURA 7, o qual apresenta a razdo entre o valor

estimado do efeito e seu erro padrao.

FIGURA 7 - GRAFICO DE PARETO PARA O MODELO OBTIDO NO METODO ONPG APOS 48
HORAS DE REACAO

(1)Temperatura(l) l2,828927

(2)Lactose(L) 1,753196

1Lby2L 9890443
p=.05

FONTE: O autor (2021).

Pelo gréfico, é possivel observar que a Unica variavel que possui influéncia é
a temperatura, pois encontra-se a direita da linha vermelha, com influéncia positiva na
atividade enzimatica, o que indica que quanto maior seu valor, mais tende a aumentar
a atividade neste ensaio.

A andlise de variancia através do teste F é apresentada na TABELA 8. O
modelo proposto € valido, uma vez que Fcac > Fiab, Sendo possivel escrever o modelo

matematico em funcao das variaveis avaliadas.

TABELA 8 - ANALISE DE VARIANCI~A OBTIDA PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA PARA O METODO
ONPG APOS 48 HORAS DE REACAO

Fonte de variacdo SQ GL MQ Feaic Ftab
Regresséao 2,198884 3 0,732961 4,018244 3,098391
Erro 3,648168 20 0,182408

Total 5,847052 23

FONTE: O autor (2021).

Para os dados obtidos propdem-se um modelo para atividade enzimatica

através das variaveis estudadas, como mostra a equagao 5:

AE =-0,719771 + 0,034819T — 0,013388L + 0,000536Tx*L (6)

As estimativas dos efeitos principais e de interacdo entre as variaveis para o

tempo de reagao de 72 horas estdo apresentadas na TABELA 9, juntamente com 0s
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valores obtidos para o erro padrao, p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no
modelo e coeficiente de determinacdo do modelo R? com um nivel de significancia
(a=0,05). Os valores destacados em italico mostram os efeitos significativos para o
intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

TABELA 9 - ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA NO METODO ONPG
APOS 72 HORAS DE REACAO

Variavel p-valor Coeficiente Erro
Intercepto 0,000000 0,593140 0,077374
T 0,084510 0,198046 0,218201
L 0,075135 -0,205122 0,218524
TXL 0,127947 -0,173519 0,218524
FONTE: O autor (2021).
R?=0,31838.

Observando-se as estimativas dos efeitos para este planejamento, verifica-se
que nenhuma das variaveis estudadas foi significativa no intervalo de confianca de
95%. O coeficiente de correlacéo obtido foi baixo (R? = 0,31838) indicando que este
pode ndo ser o modelo adequado para analisar o tratamento em questao.

O nivel de significaAncia dessas variaveis pode ser observado através do
Gréfico de Pareto indicado na FIGURA 8, o qual apresenta a razdo entre o valor

estimado do efeito e seu erro padrao.

FIGURA 8 - GRAFICO DE PARETO PARA O MODELO OBTIDO NO METODO ONPG APOS 72
HORAS DE REACAO

(2)Lactose(L) -1,87734

(1)Temperatura(L) 181526

1Lby2L 1,5881

p=,05

FONTE: O autor (2021).

A andlise de variancia através do teste F é apresentada na TABELA 10. O
modelo proposto é valido, uma vez que Fcac > Fiab, Sendo possivel escrever o modelo

matematico em funcao das variaveis avaliadas.
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TABELA10- ANALISE DE VARIANCJA OBTIDA PARA A ATIVIDADE ENZIMATICA PARA O METODO
ONPG APOS 72 HORAS DE REACAO

Fonte de variacdo SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséo 1,338266 3 0,446089 3,113886 3,098391
Erro 2,865158 20 0,143258

Total 4,203425 23

FONTE: O autor (2021).

Para os dados obtidos propdem-se um modelo para atividade enzimatica

através das variaveis estudadas, como mostra a equacgao 6:

AE =-1,28822 + 0,05716T + 0,02198L - 0,00076Tx*L (7)

Através dos dados analisados nota-se que, em relacdo a concentracdo de
lactose, esta teve maior influéncia ap0s 24 horas de reacdo e apds esse tempo ela
nao se mostrou significativa no intervalo de confianca de 95%. Isso pode ocorrer pois
a producdo de galacto-oligossacarideos (GOS) é altamente influenciada pela
concentracdo inicial de lactose, devido a maior disponibilidade de receptores de
galactosil, e diminuicdo da disponibilidade de agua (SANGWAN et al., 2014). Ainda
assim, esta variavel apresentou influéncia negativa na atividade enzimatica, ou seja,
menores concentragdes de lactose levaram a maiores niveis de atividade enzimatica
nos ensaios.

Analisando os graficos de superficie de resposta, observa-se que as
temperaturas estudadas podem néo ser as ideais para a melhor atividade da enzima
lactase. O grafico mostra que as temperaturas que apresentariam melhores resultados
seriam um pouco acima dos 43 °C, maior temperatura utilizada neste estudo.

A variavel temperatura se mostrou significativa em relacdo a atividade
enzimatica nos ensaios ap6s 24 h e apés 48 h de reacdo. Dentre as temperaturas
analisadas, observando-se os graficos de superficie de resposta e pela analise dos
efeitos, em todos os casos 0s ensaios a 43 °C apresentaram a maior atividade,
mostrando que temperaturas mais altas levam a maior atividade da enzima lactase.

Em todos os tempos analisados, a validacdo do modelo foi possivel, sendo

descrito posteriormente um modelo matematico para cada um.
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4.3.2 Hidrélise da lactose

Pelo método de Lane-Eynon foram obtidos os valores de taxa de lactose
consumida na reacao de hidrolise com a lactase (HL), a partir da média aritmética das
triplicatas de cada ensaio. Foram analisados o comportamento da enzima em relacéo
ao consumo de lactose, analisando-o em diferentes temperaturas (T) e concentracdes
de lactose (L) adicionada ao meio.

A TABELA 11 mostra a matriz do planejamento, com as variaveis nas suas

formas codificadas e reais, e o resultado de atividade enzimatica média obtido.

TABELA 11 - MATRIZ DO PLANEJAMENTO 22 COMPLETO PARA O METODO DE LANE-EYNON

Ensaio Variaveis HL média (giactose Min™)
Temperatura (°C) Lactose (g L?) 24 h 48 h 72 h
1 30 (-1) 0(-1) 0,052 +£0,001 0,060+0,001 0,046 + 0,006
2 30 (+1) 70 (-1) 0,063 +£0,003 0,061 +0,001 0,065+ 0,005
3 43 (-1) 0 (+1) 0,065+ 0,001 0,066 £0,004 0,070 = 0,005
4 43 (+1) 70 (+1) 0,073+0,000 0,060+0,000 0,064 + 0,000
5 37 (0) 35 (0) 0,049 £ 0,004 0,048 +£0,003 0,057 £ 0,001
6 37 (0) 35 (0) 0,054 £ 0,004 0,051+0,003 0,049 + 0,002
7 37 (0) 35 (0) 0,062 £ 0,002 0,058 +0,004 0,057 +0,002
8 37 (0) 35 (0) 0,058 £ 0,002 0,067 £0,000 0,067 +0,001

FONTE: O autor (2021).

A andlise da tabela mostra que o melhor resultado foi obtido no ensaio 4, que
corresponde a temperatura de 43 °C com a adicdo de 70 g L de lactose, apds 24 h
de reacdo, o qual apresentou HL média de aproximadamente 0,073 g min.

Na FIGURA 9 é apresentada a superficie de resposta para o tratamento de
agitacdo com pérolas de vidro, em cada tempo considerado.

Observa-se que a superficie de resposta para cada tempo de reacéo
apresentou caracteristicas distintas, mostrando que neste tratamento o tempo

interferiu na atividade.
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CONCENTRACAO DE LACTOSE PARA O METODO LANE-EYNON APOS 24 (A), 48 (B) e 72 (C)
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Fonte: O autor (2021).
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As estimativas dos efeitos principais e de interacdo entre as variaveis para o
tempo de reacdo de 24 horas estdo apresentadas na TABELA 12, juntamente com 0s
valores obtidos para o erro padrdo, p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no
modelo e coeficiente de determinacdo do modelo R? com um nivel de significancia
(a=0,05). Os valores destacados em italico mostram os efeitos significativos para o

intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

TABELA 12 - ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA A A TAXA DE LACTOSE CONSUMIDA NA REACAO
DE HIDROLISE PARA O METODO LANE-EYNON APOS 24 HORAS DE REACAO

Variavel p-valor Coeficiente Erro
Intercepto 0,000000 0,067020 0,0012743
T 0,007622 0,005330 0,003593
L 0,015653 0,004752 0,003598
TxL 0,589845 -0,000986 0,003598
FONTE: O autor (2021).
R? = 0,44568.

Observando-se as estimativas dos efeitos para este planejamento, verifica-se
que apenas a interacao entre as variaveis nao foi significativa. A temperatura e o teor
de lactose possuem influéncia na taxa de lactose consumida na reacao de hidrélise
no intervalo de confianca de 95%.

O nivel de significaAncia dessas variaveis pode ser observado através do
Gréfico de Pareto indicado na FIGURA 10, o qual apresenta a razdo entre o valor
estimado do efeito e seu erro padrao.

FIGURA 10 - GRAFICO DE PARETO PARA O MODELO OBTIDO NO METODO LANE-EYNON
APOS 24 HORAS DE REACAO

(1)Temperatura(L) l2,965944

(2)Lactose(L) 2641516

1Lby2L - 547868

p=.05

Fonte: O autor (2021).

Pelo grafico, € possivel observar que a variavel que possui maior influéncia é

a temperatura, seguida da concentragcdo de lactose, pois encontram-se a direita da
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linha vermelha. Ambas tém influéncia positiva na taxa de lactose consumida na reacao
de hidrdlise, o que indica que quanto maior seu valor, mais tende a aumentar a o
consumo da lactose pela enzima.

A andlise de variancia através do teste F € apresentada na TABELA 13. A
partir da analise de variancia do sistema, comparando-se Fcac com Ftab, € possivel
afirmar se o modelo proposto é valido e se os parametros da equacao se ajustam aos
dados experimentais, caso Fcarc > Ftab. Desta forma, o modelo proposto é vélido sendo

possivel escrever o modelo matematico em fungéo das variaveis avaliadas.

TABELA 13 - ANALJSE DE VARIANCJA OBTIDA PARA A A TAXA DE LACTOSE CONSUMIDA NA
REACAO DE HIDROLISE PARA O METODO LANE-EYNON APOS 24 HORAS DE REACAO

Fonte de variacdo SQ GL MQ Fealc Frab
Regresséao 0,000625 3 0,000208 5,360173 3,098391
Erro 0,000777 20 3,88E-5

Total 0,001401 23

FONTE: O autor (2021).

Para os dados obtidos propdem-se um modelo para atividade enzimatica

através das variaveis estudadas, como mostra a equacgao 4.

HL = 0,026804 + 0,000972T + 0,000294L — 0,000004TxL (8)

As estimativas dos efeitos principais e de interacao entre as variaveis para o
tempo de reacao de 48 horas estdo apresentadas na TABELA 14, juntamente com 0s
valores obtidos para o erro padrdo, p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no
modelo e coeficiente de determinacdo do modelo R? com um nivel de significancia
(a=0,05). Os valores destacados em italico mostram os efeitos significativos para o

intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

TABELA 14 - ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA A TAXA DE LACTOSE CONSUMIDA NA REACAO
DE HIDROLISE NO METODO LANE-EYNON APOS 48 HORAS DE REACAO

Variavel p-valor Coeficiente Erro

Intercepto 0,000000 0,066700 0,001420
T 0,670666 0,000864 0,004006
L 0,513102 -0,001336 0,004012
TXxL 0,343891 -0,001945 0,004012

FONTE: O autor (2021).
R2=0,7277.
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Observando-se as estimativas dos efeitos para este planejamento, verifica-se
que, dentre as variaveis estudadas, nenhuma mostrou-se significativa no intervalo de
confianca de 95%.

O nivel de significancia dessas variaveis pode ser observado através do
Grafico de Pareto indicado na FIGURA 11, o qual apresenta a razdo entre o valor

estimado do efeito e seu erro padrao.

FIGURA 11 - GRAFICO DE PARETO PARA O MODELO OBTIDO NO METODO LANE-EYNON
APOS 48 HORAS DE REACAO

1Llby2L - 969467

(2)Lactose{L) -.66587

(1)Temperatura(L) 4315768

FONTE: O autor (2021).

A andlise de variancia através do teste F é apresentada na TABELA 15. O
modelo proposto ndo é valido, uma vez que Fcac < Ftab,, indicando que analisar os

dados deste experimento de maneira linear pode néo ser o mais adequado.

TABELA 15 - ANALJSE DE VARIANCJA OBTIDA PARA A A TAXA DE LACTOSE CONSUMIDA NA
REACAO DE HIDROLISE PARA O METODO LANE-EYNON APOS 48 HORAS DE REACAO

Fonte de variacdo SQ GL MQ Feaic Ftab
Regresséao 0,000076 3 2,53E-5 0,523169 3,098391
Erro 0,000966 20 4,83E-5

Total 0,001041 23

FONTE: O autor (2021).

Para os dados obtidos propbem-se um modelo para a taxa de lactose
consumida na reacdo de hidrélise através das variaveis estudadas, como mostra a

equacgao 5:

HL = 0,052263 + 0,000432T + 0,000274L - 0,000009T xL 9

As estimativas dos efeitos principais e de interagdo entre as variaveis para o

tempo de reacdo de 72 horas estdo apresentadas na TABELA 16, juntamente com 0s
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valores obtidos para o erro padrao, p-valor, valores dos coeficientes das variaveis no
modelo e coeficiente de determinacdo do modelo R? com um nivel de significancia
(a=0,05). Os valores destacados em itadlico mostram os efeitos significativos para o
intervalo de confianca de 95% (p-valor < 0,05).

TABELA 16 - ESTIMATIVA DOS EFEITOS PARA A TAXA DE LACTOSE CONSUMIDA NA REAGCAO
DE HIDROLISE NO METODO LANE-EYNON APOS 72 HORAS DE REACAO

Variavel p-valor Coeficiente Erro
Intercepto 0,000000 0,593140 0,001241
T 0,000362 0,198046 0,003499
L 0,070509 -0,205122 0,003504
TxL 0,001585 -0,173519 0,003504
FONTE: O autor (2021).
R2? = 0,6386.

Observando-se as estimativas dos efeitos para este planejamento, a
temperatura e a interacdo entre as variaveis se mostraram significativas no intervalo
de confianca de 95%.

O nivel de significancia dessas variaveis pode ser observado através do
Grafico de Pareto indicado na FIGURA 12, o qual apresenta a razdo entre o valor

estimado do efeito e seu erro padrao.

FIGURA 12 - GRAFICO DE PARETO PARA O MODELO OBTIDO NO METODO LANE EYNON
APOS 72 HORAS DE REACAO

(1)Temperatura(L) I4,2a4129

1Lby2L -3,65194

(2)Lactose(L) 910524

p=.05

FONTE: O autor (2021).

A andlise de variancia através do teste F é apresentada na TABELA 17. O
modelo proposto é valido, uma vez que Fcac > Ftab, Sendo possivel escrever o modelo

matematico em funcao das variaveis avaliadas.
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TABELA 17 - ANAITISE DE VARIANCIA OBTIDA PARA A TAXA DE LACTOSE CONSUMIDA NA
REACAO DE HIDROLISE PARA O METODO LANE-EYNON APOS 72 HORAS DE REACAO

Fonte de variacdo SQ GL MQ Fcalc Ftab
Regresséo 0,001302 3 0,000434 11,78017 3,098391
Erro 0,000737 20 3,68E-5

Total 0,002038 23

FONTE: O autor (2021).

Para os dados obtidos propdem-se um modelo para A taxa de lactose
consumida na reacado de hidrélise através das varidveis estudadas, como mostra a

equacao 6:

HL =-0,015466 + 0,002137T + 0,001122L - 0,00028Tx*L (10)

Analisando os graficos obtidos para os ensaios utilizando o método Lane-
Eynon, nota-se que a temperatura interferiu de maneira positiva na atividade
enzimatica, ja que maiores valores desse parametro levaram a maiores valores de
atividade.

Em relagcdo a concentracdo de lactose adicionada ao meio, esta nédo
apresentou um comportamento uniforme, se mostrando significativa apenas nos
ensaios apos 24 horas de reacédo. Isso pode ser um indicativo de que a reacgéo tenha
atingido a velocidade maxima, a partir da qual mesmo aumentando a concentracao
do substrato, a velocidade da reacdo ndo aumenta, obedecendo a cinética de
Michaelis-Menten.

Um estudo realizado por Martarello et al. (2019) mostrou que a enzima lactase
mantinha sua atividade por até 15 horas de incubacao. Isso pode explicar os valores
mais heterogéneos apods 48 e 72 horas de reacdo, uma vez que a enzima pode ter
perdido a estabilidade, apresentando comportamento diferente em cada caso.

Maity et al. (2013) estudaram o comportamento de [3-galactosidases intra e
extracelulares em diferentes faixas de pH e temperatura. A enzima intracelular isolada
pelos autores apresentou atividade maxima em temperatura um pouco acima dos 40
°C, 0 que corrobora com os resultados obtidos neste estudo, cuja maior atividade foi
obtida a 43 °C, tanto nos ensaios realizados com a metodologia ONPG quanto com o
método de Lane-Eynon.

Analisando a influéncia do pH e da temperatura na atividade enzimatica da
lactase isolada de Lactobacillus isolado de iogurte, Mozumder et al. (2012) obtiveram

atividade méaxima de aproximadamente 0,8 U mL* a 70 °C. Comparando os gréaficos
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de superficies de resposta gerados neste estudo, em geral, estes mostraram que
temperatura altas corresponderam a maiores valores de atividade. Sendo assim,
poderiam ser avaliadas temperaturas superiores a 43 °C em busca de melhores
resultados.

Carevic et al. (2015) avaliaram a influéncia da adicéo de lactose ao meio e do
tipo de extracdo enzimatica na atividade da lactase. Nos ensaios realizados, os
autores observaram que a maior atividade foi obtida em meios com cerca de 3% de
lactose, e que em concentracdes maiores a atividade decaia. Nos gréaficos obtidos a
partir da metodologia ONPG neste estudo também observa-se esse comportamento,
em gue a atividade decai com 0 aumento da concentracéo da lactose, mostrando que
esta interfere negativamente na atividade da enzima.

Em relagdo ao comportamento da enzima analisado pelo método de Lane-
Eynon, nota-se que ela apresentou um comportamento similar nos tempos de 24 e 72
horas, tendo sua atividade aumentada com o aumento da temperatura e da
concentracéo de lactose.

A temperatura também interferiu de maneira positiva nos ensaios apés 48
horas de reacdo, porém a concentracdo de lactose apresentou comportamento
desuniforme nesse tempo. Como nenhuma variavel mostrou-se significativa nesse
tempo, nota-se que o modelo linear pode ndo ser o ideal para analisar a atividade
nessas condicoes.

Sendo assim, percebe-se que temperaturas proximas aos 43 °C levam a bons
resultados de atividade da enzima lactase, enquanto ndo é necessario a adicdo de

lactose ao meio de cultivo do microrganismo utilizado.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste estudo foi isolado um microrganismo presente no soro de queijo usando
o meio especifico MRS. Diferentes niveis de temperatura e concentracdo de lactose
foram testadas e dois métodos de quantificacdo de atividade enzimatica foram
avaliados.

A extracdo enzimética empregando pérolas de vidro € um método de baixo
custo e facil realizacdo e que se mostrou eficiente sendo, portanto, um método que
pode ser utilizado para a extracao da enzima lactase.

A atividade méaxima alcancada foi de 1,97 U mL™, obtida com o rompimento
celular através de pérolas de vidro agitadas em vértex, a 43 °C e sem adicdo de
lactose, apds 24 horas de reacéo.

Analisando atividade enzimatica pelo método ONPG e o comportamento da
enzima no método Lane-Eynon, fica claro a influéncia positiva que a temperatura
exerce sobre a atividade, uma vez que os melhores resultados foram alcangados nas
maiores temperaturas analisadas.

Diante disso, a utilizacédo de lactase produzida por bactéria obtida do soro de
gueijo se mostra uma alternativa promissora pois, além de ser uma opcao que
proporciona reducdo de custos na sua obtencdo, alcanca valores de atividade

significativas quando utilizado o préprio soro como meio para seu crescimento.
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