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RESUMO

A B-galactosidase (lactase) € uma enzima com acdo biocatalisadora na hidrélise da
lactose, rompendo a ligagdo glicosidica $-1—4 e liberando D-glicose e D-galactose.
Desse modo, esses monossacarideos, sdo melhores absorvidos pelo organismo para
serem metabolizados. A B-galactosidase esta disposta naturalmente no ser humano,
além de ser obtida de fontes vegetais e microbioldgicas. Os fungos filamentosos se
destacam na produgdo de metabolitos de interesse industrial e apresentam ainda
atividades bioldgicas, de interesse médico e farmacéutico. Sao de facil manipulacdo e
requer baixo investimento em seu cultivo, uma vez que se desenvolvem-se em
substratos simples. Este estudo buscou caracterizar parcialmente a lactase obtida da
espécie fungica Ganoderma lucidum, através da metodologia de superficie de resposta,
com o planejamento experimental Doehlert, averiguando seu comportamento em termos
de pH (3,4, 5, 6 e 7) e temperatura (30, 50 e 70°C). A lactose foi utilizada como indutor
da producdo da lactase em meio submerso. A extracdo da lactase intracelular, foi
realizada pelo método de pérolas de vidro e a atividade enzimatica determinada pelo
método do orto-nitrofenol B-D-galactopiranosideo (ONPG). O perfil de estabilidade
frente a variagbes de pH, na faixa empregada no processo anterior foi investigado. A (3-
galactosidase produzida por Ganoderma lucidum exibiu melhor atividade catalitica em
pH 3 e temperatura de 55°C. As condi¢cBes encontradas neste estudo, pode servir de
parametro para aplicagdes da B-galactosidase de Ganoderma lucidum no setor
industrial.
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PARTIAL CHARACTERIZATION OF THE B-GALACTOSIDASE PRODUCED BY THE
FUNGAL SPECIES Ganoderma lucidum

ABSTRACT

B-galactosidase (lactase) is an enzyme with a biocatalytic action in the hydrolysis of
lactose, breaking the 3-1—4 glycosidic bond and releasing D-glucose and D-galactose.
In this way, these monosaccharides are better absorbed by the body and metabolized.
B-galactosidase is naturally present in humans and can also be obtained from plant and
microbiological sources. Filamentous fungi stand out in the production of metabolites of
industrial interest and also have biological activities of medical and pharmaceutical
interest. They are easy to handle and require little investment to cultivate, as they grow
on simple substrates. This work sought to partially characterize the lactase obtained from
the fungus Ganoderma lucidum, using the response surface methodology, with the
Doehlert experimental design, verifying its behaviour as a function of pH (3-7) and
temperature (30, 50 and 70°C). Lactose was used as an inducer for lactase production
in submerged media. Intracellular lactase was extracted using the glass bead method
and enzyme activity was determined using the ortho-nitrophenol (3-D-galactopyranoside
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(ONPG) method. The stability profile against pH variations in the range used in the
previous process was investigated. The B-galactosidase produced by Ganoderma
lucidum showed better catalytic activity at pH 3 and at a temperature of 55°C. The
conditions found in this study can serve as a parameter for applications of [3-
galactosidase from Ganoderma lucidum in the industrial sector.
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INTRODUCAO

Realidade em cerca de 70% da populacdo mundial, a intolerancia a lactose é
uma sindrome caracterizada pela incapacidade de digestdo da lactose, devido a
deficiéncia ou auséncia da enzima biocatalizadora B-galactosidase. Com isso, a lactose
permanece no limen intestinal e contribui com o aumento da osmolaridade intraluminal,
€ entdo fermentada por bactérias do célon, produzindo gases e acidos graxos de cadeia
curta, levando a manifestacdo dos sinais clinicos (Castellano et al, 2022).

A B-galactosidase estimula o organismo a produzir bactérias benéficas, como a
bifidobactérias, que possui acdo protetora ao trato gastrointestinal atuando como um
substrato para a microbiota do intestino, regulando o transito estomacal, além de elevar
a absor¢ao de célcio, magnésio, zinco e manganés (Thomson; Medina; Garrido, 2018).
Observando a alta taxa de individuos com essa condicdo, o setor industrial tem
buscado vias alterativas para obtengéo da lactase. Os fungos filamentosos se destacam
nesse sentido, devido ao seu potencial como produtor de metabdlitos com atividades
biolégicas, sendo necessario baixo investimento em seu cultivo, uma vez que se
desenvolvem em substratos simples, além disso, sdo de facil adaptabilidade a
substratos 0 que contribui para a secre¢do de enzimas, que sdo passiveis de
recuperacao em meio de fermentacéo (Martarello, 2016).

Dessa forma, estudos (Murador et al., 2020; Kazemi; Khayati; Faezi-Ghasemi,
2016) acerca do processo de producéo e caracterizagdo estdo sendo realizados com o
intuito de promover a rastreabilidade das espécies fungicas produtoras de -
galactosidase. Com o uso de B-galactosidase fangicas, espera-se alcancar tratamentos
eficazes e acessiveis para o quadro de intolerancia a lactose, o que implica em melhor

gualidade de vida aos individuos.

MATERIAL E METODOS
A extracdo da (-galactosidase intracelular, foi realizada utilizando pérolas de
vidro. A atividade enzimética foi determinada pelo método do ONPG e o teor de

proteinas pelo método de Bradford (1976).



A producado e a caracterizagao da B-galactosidase foi otimizada aplicando o
planejamento de Doehlert, utilizando como variaveis tempo (5, 10 e 15 dias) e
concentracao do indutor (variando entre 2 g/L-18 g/L.) e pH (3-7) e temperatura (30, 50
e 70°C), respectivamente. Todos os testes foram conduzidos em triplicata.

ApOs o cultivo submerso, o meio foi centrifugado (Modelo 206 BL80 EXCELSA)
e a biomassa ressuspendida em agua destilada. Para cada 1 mL de 4gua destilada, 1,1
g de perdlas de vidro foram adicionadas e em seguida, submetidas a agitacdo em vértex
(AP 56 Phoenix). A cada 5 min de agitacdo, a mistura era submetida a banho de gelo
por 2 min, o periodo total de agitacdo foi de 30 min. A suspensao foi centrifugada a
5.000 rpm durante 5 min e o sobrenadante foi utilizado para determinar a atividade
enzimatica.

Para a determinacdo da atividade enzimatica, utilizou-se 300uL do extrato
enzimatico e 1,5mL de solugdo do ONPG (20 mM). Para o branco a agua destilada foi
substituida pela amostra. A mistura foi aquecida em banho maria por 20 min a 50°C e a
reacdo foi parada com 1mL de solucdo de carbonato de sodio (1M). A leitura foi
conduzida a 410nm. No doseamento proteico, a mistura de 100uL do extrato bruto
enzimatico com 5mL de Bradford, foi mantida em repouso por 5 min e a leitura realizada
em 595 nm.

Na verificagdo da estabilidade ao pH, o extrato enzimético foi previamente

submetido a pH diferentes (3 a 7) por 1 hr e em seguida a atividade foi determinada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio da curva padrdo do Bradford, obteve a equacdo da reta:
y=0,0073x+0,0821 (R2 0,99). O teor de proteinas foi de 21,93 ug, enquanto a atividade
enzimatica inicial foi 0,4994 UA/min e a atividade especifica de 2,2771 AE.

No gréfico de superficie de resposta, nota-se os pontos 6timos de cada variavel
empregada, sendo pH 6timo em torno de 3 e temperatura 6tima em torno de 55°C (R?
0,97). A influéncia da temperatura ocorre sobre a cinematica da reacdo, sendo acima
da faixa ideal induz alteragBes em sua estrutura quimica, gerada pelo rompimento das
ligagBes de hidrogénio, desnaturando a enzima. Por outro lado, o pH age na velocidade
das reacdes, dependendo da quantidade de grupos ionizaveis para exercer sua
atividade catalitica (Song, 2007). A literatura aponta que a valores 6timos da B-
galactosidase produzida pela espécie Ganoderma lucidum fica na faixa de 55°C a 60°C,

além de apresentar afinidade por pH &cidos (Song, 2007 apud Cruz et al., 1999).



CONCLUSAO

O fungo G. lucidum pode ser utilizado como uma alternativa para obtencdo da
enzima B-galactosidade, importante para degradar o dissacarideo lactose. O processo
de otimizacao permitiu indicar as condi¢des 6timas da enzima que conduzem a melhor
atividade. Os resultados evidenciam o potencial desse fungo em aplicaces

biotecnolodgicas.
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Tabelas e Figuras

TABELA 01: doseamento enzimético e protéico do G. lucidum.

Abs 01 Abs 02 Abs 03 Média Zero Média
Atividade 0,209 0,156 0,168 0,177 0 0,177
enzimatica
Proteina 0,097 0,076 0,061 0,078 - -
Total

Fonte prépria

FIGURA 01: Grafico de superficie e curva de niveis para a caracterizacao da [3-

galactosidase de G. lucidum
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