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RESUMO

O trabalho tem como objetivo verificar a condi¢do Otima para a extragdo da enzima [-
galactosidase através da permeabilizacdo celular com etanol utilizando a técnica de
delineamento experimental associado a Metodologia de Superficie de Respostas. Foram
avaliadas trés varidveis independentes (concentracdo de etanol, temperatura e tempo de
reacdo) em fungdo da resposta (atividade enzimatica). A permeabilizacdo celular foi
melhorada com o aumento da concentracdo de etanol. Essa abordagem permitiu identificar
uma faixa ideal das varidveis independentes em que a atividade da p-galactosidase foi
otimizada. De acordo com os resultados a maxima permeabilizacéo de 11,93 umol oNP/min
foi obtido tratando as células com 23,4 % de etanol a 10 °C por 20 minutos. A metodologia
proposta apresentou ser eficaz e adequado para a permeabilizacao celular de Saccharomyces
fragilis IZ 275 em escala laboratorial com potencial para futuras aplicagcoes, principalmente
no setor de alimentos.
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INTRODUCAO

Saccharomyces fragilis é caracterizado como uma levedura homotalico, hemiascomiceto e
produtora de diversas enzimas dentre elas a B-galactosidase (DAGBAGLI; GOKSUNGUR,
2008). Uma caracteristica da S. fragilis € a capacidade de assimilar a lactose e utilizar este
acucar como Unica fonte de carbono por meio da producao de B-galactosidase. Assim o soro
de queijo, fonte de lactose, pode ser usado como meio de cultura para a obtengdo da
enzima (MARCEL; PASSOS, 2011).

A B-galactosidase produzida por esta levedura é intracelular, sendo necessaria a utilizacao de
técnicas para a extracdo (COELHO; SALGADO; RIBEIRO, 2008; PANESAR et al., 2007). A
permeabilizagdo da parece celular é uma alternativa na qual permite o acesso a composto
intracelular. Este método consiste no emprego de agentes que removem a camada
fosfolipidica tornando a parede celular porosa, permitindo a passagem de pequenas
moléculas (PANESAR, 2008). A permeabilizagao da parede celular é influenciada por diversos
fatores que necessitam ser adequadas. Neste trabalho o delineamento central composto
(DCC) foi usado para identificar as condicbes 6timas para a permeabilizacao celular de S.
fragilis 1Z 275 utilizando diferentes concentracbes de etanol, temperatura e tempo de
reagao.

MATERIAL E METODOS
Soro de queijo
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O soro de queijo em péd (CONFEPAR®) na formulacdo integral foi dissolvida em agua
destilada na concentracdao de 5% (p/v). A desproteinizacdo foi realizada com a adicao de
solucao de acido lactico (85 %) até atingir o ponto isoelétrico, pH 4,6, em seguida foi
aquecido por 30 minutos a 90°C. A fracao protéica precipitada foi removida por filtracdo e o
pH ajustado para 5,0. A pasteurizacao do soro de queijo desproteinizado foi a 65 °C por 30
minutos.

Microrganismo e Condigao de cultivo

A Saccharomyces fragilis 1Z 275 foi cultivada durante 48 horas em frasco Erlemneyer com
100 mL de meio com 5 % (p/v) de soro de queijo desproteinizado, pH 5,0 e 5 % ( v/v ) de
indculo no DOgzonm = 0,5, @ 35 © C e 150 rpm . No final da fermentacdo a cultura foi
centrifugada durante 15 minutos a 6000 rpm para obter a biomassa que foi utilizada para as
analises posteriores.

Atividade da B-Galactosidase

A atividade da p-Galactosidase das células permeabilizadas foi determinada conforme
descrito por Inchaurrondo, Yautorno e Voget, 1994. A atividade da B-galactosidase foi
determinado utilizando o substrato colorimétrico ONPG (orto-nitrofenil-B-galactosideo). Uma
amostra de 50 uL da suspensao celular permeabilizada foi misturada com 2 mL de ONPG
(1,25 mM) em tampao e incubado por 5 minutos a 37 °C. A reacao foi interrompida com a
adicdo de 0,5 mL de carbonato de sddio (1 M). O ONPG liberado foi medido em
espectrofotdmetro em Asonm. Uma unidade de atividade da B-galactosidase é definido como
a hidrolise de 1 umol de ONPG por minuto.

Delineamento estatistico

O experimento foi realizado conforme delineamento central compost (DCC) com trés
variaveis com cinco niveis cada (-1,682, -1, 0, 1, +1,682), Tabela 1. As variaveis testadas
foram: concentracao de etanol (%) — Xi, temperature (°C) — X, e tempo (min) — X3, tendo
como resposta a atividade da enzima B-galactosidase.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As atividades enzimaticas obtidas através do delineamento variaram de 4,48 até 11,93 umol
oNP/min. A maior atividade de 11,93 umol oNP/min foi obtida na corrida 10. A condicao
desta corrida foi: concentracao de etanol (23,4 %), temperatura (10 °C) e tempo (20 min).
De acordo com os resultados obtidos, o coeficiente de determinagdo R? foi de 0,93596 que
significa 93,596 % da variacdo da resposta é explicada pelo modelo, sendo este valor
aceitavel para sistemas bioldgicos. A falta de ajuste ndo foi significativa (p = 0,520750),
indicando que o modelo proposto para o experimento pode ser utilizado para fins preditivos.
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Tabela 1. Matriz do delineamento central composto para atividade da B-galactosidase.

Corrida Concentragao | Temperatura | Tempo | Atividade da p-Galactosidase
(X1) (X2) (Xs) (umol oNP/min)
1 -1 -1 -1 6,25
2 -1 -1 1 5,53
3 -1 1 -1 5,07
4 -1 1 1 6,53
5 1 -1 -1 10,23
6 1 -1 1 9,23
7 1 1 -1 11,11
8 1 1 1 10,19
9 -1,682 0 0 4,48
10 1,682 0 0 11,93
11 0 1,682 0 7,21
12 0 1,682 0 6,40
13 0 0 -1,682 7,65
14 0 0 1,682 6,81
15 0 0 0 6,38
16 0 0 0 7,43
17 0 0 0 7,34
18 0 0 0 7,82
19 0 0 0 8,08
20 0 0 0 6,42

Temperatura (°C)

A concentracao de etanol apresentou efeito linear positivo significativo (p = 0,000089) a
95% de confianca; a concentracao de etanol (efeito quadratico), a temperatura (efeito
linear) e o tempo (efeito quadratico) apresentaram um efeito positivo, ou seja, ao passar do
nivel -1 (menor concentracdo) para o nivel +1 (maior concentracdo), houve incremento na
atividade enzimatica, ja a temperatura (efeito quadratico) e o tempo (efeito linear)
apresentaram efeito negativo, ou seja, ao passar do nivel -1 para o nivel +1, houve
diminuicao da atividade. As interagbes 1L / 2L e 2L / 3L apresentaram um efeito linear
positivo ndo significativo, ja a interacdo 1L / 3L apresentou um efeito linear negativo nao
significativo.
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Figura 2. Superficies de respostas para a atividade de B-galactosidase em funcdo: (a)
temperatura e concentracdao de etanol; (b) tempo e concentragao de etanol; (c) tempo e
temperatura.

Pode-se observar na Figura 2(a) que as concentragOes de etanol entre 20 e 23,4 % e
temperatura entre 5 e 18 °C conduzem a valores de atividade enzimatica superiores a 11,11
umol oNP/min. Trawczynska & Wojcik (2014), observaram que o efeito da concentragao de
alcool isopropil (53,7 %), temperatura (15,6 °C) e tempo (40 minutos) de tratamento sobre
a permeabilizacdo de células de levedura influenciaram diretamente sobre a atividade
enzimatica. A Figura 2(b) indica que concentracdes de etanol entre 20 e 23,4 % e tempo na
faixa de 3,2 a 20 minutos propiciam altos valores de atividade enzimatica. Pela Figura 2(c)
observa-se que as maiores atividades sao obtidas ao empregar temperaturas entre 2 e 10 °C
e tempo entre 3,2 e 20 minutos.

Agéncia de Fomento: Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel superior —
Capes.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados a maxima permeabilizacao de 11,93 pmol oNP/min foi obtido
tratando as células com 23,4 % de etanol a 10 °C por 20 minutos. A metodologia proposta
apresentou ser eficaz e adequado para a permeabilizagao celular de S. fragilis 1Z 275.
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