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APRESENTAÇÃO

A obra “A produção do Conhecimento nas Ciências Agrárias e Ambientais” aborda 
uma série de livros de publicação da Atena Editora, em seu III volume, apresenta, em 
seus 28 capítulos, com conhecimentos científicos nas áreas agrárias e ambientais.

Os conhecimentos nas ciências estão em constante avanços. E, as áreas das 
ciências agrárias e ambientais são importantes para garantir a produtividade das 
culturas de forma sustentável. O desenvolvimento econômico sustentável é conseguido 
por meio de novos conhecimentos tecnológicos. Esses campos de conhecimento 
são importantes no âmbito das pesquisas científicas atuais, gerando uma crescente 
demanda por profissionais atuantes nessas áreas.

Para alimentar as futuras gerações são necessários que aumente à quantidade 
da produção de alimentos, bem como a intensificação sustentável da produção de 
acordo como o uso mais eficiente dos recursos existentes na biodiversidade.

Este volume dedicado às áreas de conhecimento nas ciências agrárias e 
ambientais. As transformações tecnológicas dessas áreas são possíveis devido o 
aprimoramento constante, com base na produção de novos conhecimentos científicos. 

Aos autores dos diversos capítulos, pela dedicação e esforços sem limites, que 
viabilizaram esta obra que retrata os recentes avanços científicos e tecnológicos, os 
agradecimentos do Organizador e da Atena Editora.

Por fim, esperamos que este livro possa colaborar e instigar mais estudantes, 
pesquisadores e entusiastas na constante busca de novas tecnologias para as ciências 
agrárias e ambientais, assim, garantir perspectivas de solução para a produção de 
alimentos para as futuras gerações de forma sustentável.

Alan Mario Zuffo
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CAPÍTULO 17
doi

EXTRAÇÃO VIA ULTRASSOM DA BETA-GALACTOSIDASE 
DE Saccharomyces fragilis IZ 275 CULTIVADA EM SORO COM 

POTENCIAL PARA HIDRÓLISE DA LACTOSE

Ariane Bachega
Universidade Pitágoras Unopar, Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 
Londrina - Paraná

Ana Caroline Iglecias Setti
Universidade Pitágoras Unopar, Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 
Londrina - Paraná

Alessandra Bosso
Universidade Pitágoras Unopar, Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 
Londrina - Paraná

Samuel Guemra
Universidade Pitágoras Unopar, Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 
Londrina - Paraná

Hélio Hiroshi Suguimoto
Universidade Pitágoras Unopar, Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 
Londrina - Paraná

Luiz Rodrigo Ito Morioka
Universidade Pitágoras Unopar, Mestrado em 

Ciência e Tecnologia de Leite e Derivados, 
Londrina - Paraná

RESUMO: A beta-galactosidade tem por função 
a hidrólise da lactose em dois monossacarídeos, 
glicose e galactose, possíveis de serem 
metabolizados por indivíduos com intolerância 
à lactose. O objetivo do trabalho foi verificar 
a condição de extração da enzima beta-

galactosidase de Saccharomyces fragilis IZ 275 
cultivada em soro de queijo por ultrassom através 
da metodologia de superfície de resposta. Foi 
realizada a fermentação utilizando a levedura 
Saccharomyces fragilis IZ 275 em soro de 
queijo in natura, as condições de cultivo foram 
35ºC, 150 rpm e 24 horas de fermentação. Em 
seguida foi realizado o processo de extração 
por ondas ultrassônicas utilizando 40 mL do 
meio de fermentação seguindo delineamento 
estatístico Box-Benheken com 9 corridas, 
tendo como variáveis independentes e níveis o 
tempo (3, 6 e 9 minutos) e potência (75, 223 
e 372 w/cm²). Após a extração a suspensão 
celular foi centrifugada a 3500 rpm, 4ºC por 
20 minutos. Em seguida 1 e 10% (v/v) do 
sobrenadante contendo a enzima extraída foi 
adicionado em 10 mL de solução de lactose 5% 
(p/v), incubadas em estufa a 37ºC por 2 horas. 
Após 2 horas, as amostras foram aquecidas 
a 95ºC durante 10 minutos para a inativação 
da atividade enzimática. A determinação da 
atividade enzimática foi através da quantificação 
da glicose produzida via hidrólise da lactose 
pela beta-galactosidase, sendo realizada 
pelo método glicose-oxidase. Baseado no 
delineamento de Box-Benhken a máxima 
hidrólise com 1% de enzima foi no ensaio 9 com 
5,66% nas condições de extração de 9 minutos 
e potência de 372 w/cm². A máxima hidrólise 
com 10% de enzima foi o ensaio 7 com 66,47%, 
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nas condições de 3 minutos e potência de 372 w/cm² de extração. 
PALAVRAS-CHAVE: Hidrólise, enzima, beta-galactosidade, ultrassom

ABSTRACT: Beta-galactose functions as the hydrolysis of lactose in two 
monosaccharides, glucose and galactose, which can be metabolised by individuals with 
lactose intolerance. The objective of this work was to verify the extraction condition of 
the enzyme beta-galactosidase from Saccharomyces fragilis IZ 275 cultured in cheese 
serum by ultrasound using the response surface methodology. The fermentation was 
carried out using Saccharomyces fragilis IZ 275 yeast in fresh cheese serum, culture 
conditions were 35 ° C, 150 rpm and 24 hours fermentation. Then, the ultrasonic wave 
extraction process was performed using 40 mL of the fermentation medium followed 
by a 9-race Box-Benheken statistical design, with independent variables and time (3, 
6 and 9 minutes) and power (75, 223 and 372 w / cm 2). After extraction the cell 
suspension was centrifuged at 3500 rpm, 4 ° C for 20 minutes. Then 1 and 10% (v 
/ v) of the supernatant containing the extracted enzyme was added in 10 mL of 5% 
(w / v) lactose solution, incubated in an oven at 37 ° C for 2 hours. After 2 hours, the 
samples were heated at 95 ° C for 10 minutes to inactivate the enzymatic activity. The 
determination of the enzymatic activity was through the quantification of the glucose 
produced by hydrolysis of lactose by beta-galactosidase, being carried out by the 
glucose oxidase method. Based on the Box-Benhken design the maximum hydrolysis 
with 1% of enzyme was in assay 9 with 5.66% in the extraction conditions of 9 minutes 
and power of 372 w / cm². The maximum hydrolysis with 10% of enzyme was assay 
7 with 66.47%, in the conditions of 3 minutes and power of 372 w / cm² of extraction.
KEYWORDS: Hydrolysis, enzyme, beta-galactosidase, ultrasound

1 | 	INTRODUÇÃO

A beta-galactosidase tem despertado grande interesse industrial tendo em vista 
a alta incidência de intolerância à lactose pela população. Estima-se que 70% da 
população mundial são acometidas pela intolerância à lactose (LULE et al., 2016), uma 
deficiência total ou parcial na produção da enzima beta-galactosidase (MATTAR et al., 
2010), que causa sintomas como dores e inchaços abdominais, náuseas, flatulência e 
diarreia (SAVAIANO; BOUSHEY; MCCABE, 2006).

A beta-galactosidase também conhecida como lactase, é responsável pela 
hidrólise da lactose (MATTHEWS, 2005). São produzidas principalmente por 
microrganismos, dentre eles bactérias, leveduras e fungos filamentosos, que são 
geralmente reconhecidos como seguros (GRAS) para o consumo (OLIVEIRA et al., 
2011; SAQIB et al., 2017). A importância da beta-galactosidase está na sua utilização 
na indústria de alimentos, especialmente em laticínios (LUKITO et al., 2015), tendo 
como principal aplicação a hidrólise da lactose de produtos lácteos com a formação 
dos monossacarídeos, glicose e galactose, produzindo lácteos com teores menores 
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de lactose, permitindo que os acometidos pela intolerância possam consumi-los. 
Outra aplicação da beta-galactosidase é a síntese de oligossacarídeos a partir da 
glicose e galactose, tais como glicooligossacarídeos e galactooligossacarídeos, 
respectivamente, que são importantes prebióticos (TOMAL et al., 2010; HSU; YU; 
CHOU, 2005; HUSAIN, 2010).

A Sacchoromyces fragilis é uma levedura que tem a capacidade de assimilar a 
lactose como açúcar e utiliza-la como fonte de carbono (COLOGNESI et al., 2017), 
devido a presença do gene Lac Z.

A enzima beta-galactosidase quando obtida por Saccharomyces fragilis é 
intracelular. Assim, para acessarmos a enzima é necessário que haja o rompimento 
celular, sem causar a desnaturação da enzima (SANTIAGO et al., 2004). A parede 
celular pode ser parcialmente ou totalmente rompida, para assim permitir que a enzima 
seja liberada para o meio extracelular (PESSOA; KILIKIAN, 2005). 

A extração de compostos bioativos intracelulares como a enzima beta-
galactosidase pode ser realizado por métodos mecânicos (moinho de esferas, 
homogeneizador de alta pressão e ultrassom) e não mecânico (eletroporação, química 
e enzimática) (LIU et al., 2016).

Diante desse contexto, o objetivo do trabalho foi verificar a condição de extração 
da enzima beta-galactosidase por ultrassom através da metodologia de superfície de 
resposta.

2 | 	 MATERIAL E MÉTODOS

Os experimentos foram realizados na Universidade Pitágoras Unopar, Londrina, 
PR, nos laboratórios do programa de Mestrado em Ciência e Tecnologia de Leite e 
Derivados.

2.1	Soro de queijo

O soro de queijo foi a base para o meio de cultivo da levedura. O soro de queijo foi 
desproteinizado através de filtrações em fluxo tangencial em membranas específicas. 
A concentração do soro de queijo foi pré-estabelecida de acordo com o experimento. 
A desproteinização do soro de queijo foi realizada através de filtrações em fluxo 
tangencial. Inicialmente o soro de queijo foi microfiltrado em unidade de membrana de 
filtração em fluxo tangencial com porosidade de 0,22 μm (TIA – Tecnologia Industrial 
Aplicada Ltda, Brasil), para a retirada das sujidades e de microrganismos residuais. 
Em seguida o permeado foi ultrafiltrado em unidade de membrana de filtração em 
fluxo tangencial com porosidade de 20 KDa (TIA – Tecnologia Industrial Aplicada Ltda, 
Brasil) para separação das proteínas do soro de queijo.  As proteínas do soro de queijo 
foram coletadas e armazenadas sob refrigeração. O permeado que é constituído de 
água, sais minerais e lactose será a base para os meios de cultivos da levedura.
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2.2	Microorganismo e inóculo

Para a fermentação foi utilizada a levedura Saccharomyces fragilis IZ 275 obtida 
da Fundação André Tosello – Coleção de Culturas Tropicais (CCT), mantidas em tubos 
de ensaio contendo PDA (Potato Dextrose Ágar, Acumedia®, Brasil) inclinado a 4ºC.

Para ativação das leveduras foram transferidas três alçadas de colônias de 
leveduras em Erlenmeyer 250 mL contendo 100mL de extrato de malte (15 g/L) e 
extrato de levedura (0,5 g/L) em pH 5,0 previamente esterilizado por 15 minutos a 
121ºC e incubado em agitador orbital (TECNAL®, TE-420, Brasil) a 150 rpm, 35ºC por 
24h. Sendo que o inóculo foi padronizado a uma D.O. (densidade óptica) igual a 0,6.

2.3	Condições de Cultivo 

A Saccharomyces fragilis IZ 275 foi cultivada em soro de queijo desproteinizado 
com uma concentração inicial de 5% (p/v), com pH 5,0 e 5% (v/v) de inóculo, a 35ºC, 
150 rpm, durante 18-24 horas. Ao final da fermentação a cultura foi centrifugada para 
a obtenção da biomassa e do sobrenadante que serão utilizados para a padronização 
da atividade enzimática.

2.4	 Determinação da atividade enzimática via hidrólise da lactose 

Para a hidrólise da lactose foi utilizado a enzima beta-galactosidase obtida da 
extração das células da levedura a fim de determinar a atividade enzimática através da 
quebra da lactose em glicose e galactose. Para avaliação da atividade enzimática foi 
empregado o método das velocidades iniciais. Em um erlenmeyer de 125 mL com 50 
mL de solução de lactose 5% (p/v) em pH 6,5 foi acondicionado em um banho-maria a 
37ºC. O nível de água do banho deve ser superior ao nível do conteúdo nos tubos. Foi 
adicionado 5 a 10% (v/v) da enzima extraída na solução de lactose 5% (p/v), durante 
2 horas de incubação. Após este tempo de hidrólise, amostras de 2 mL foram retiradas 
e colocadas em tubos de ensaio com tampa e levado a água fervente por 10 minutos 
para inativação da enzima. A glicose foi quantificada pelo método da glicose-oxidase, 
utilizando-se o kit de determinação da glicose pelo método enzimático-colorimétrico 
(Bioliquid, Brasil) de acordo com as orientações do fabricante, como mostra a Tabela 
1. As amostras foram feitas em triplicatas.

Branco Teste Padrão
Amostra ---- 10 µL ----
Padrão ---- ---- 10 µL
Reagente de cor 1000 µL 1000 µL 1000 µL

Tabela 1. Teste para a atividade enzimática.
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Dessa forma, para o cálculo da concentração de glicose (mg/dL) será utilizado a 
seguinte equação:

                                 cos ( / ) 100
AbsAmostras

Gli e mg dL x
abspadrão

= 	
                                                                            

Equação 1.
Onde:
Abs Amostra = Absorvância da amostra
Abs padrão = Absorvância do padrão de glicose (100 mg/mL)

A unidade da atividade enzimática (U) pode ser definida como micromoles de 
glicose produzida por hora a 37ºC, pH 6,5 e concentração inicial de lactose (5%).

A porcentagem de hidrólise será calculada de acordo com a equação 2:

              Equação 2.                                                        
          

Onde:

% de hidrólise = Percentagem de hidrólise de lactose.

CG = Concentração de Glicose da amostra.

LI = Concentração de Lactose Inicial.

2.5	Determinação da condição para a extração por ultrassom

Após a fermentação, amostras de 40 mL da cultura serão coletadas para a 
execução do experimento conforme mostra a Tabela 1. As amostras serão colocadas 
no equipamento de ultrassom (Unique - DES500, Brasil) para que haja o rompimento 
celular e consequente extração da beta-galactosidase. Após a amostra será 
centrifugada a 3500 rpm, 10 minutos sob refrigeração. O sobrenadante será coletado 
e a biomassa descartada. O sobrenadante será utilizado para a determinação da 
atividade enzimática via hidrólise da lactose. 

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

A verificação das condições para a extração da enzima beta-galactosidase 
por ultrassom foi realizada a fim de encontrar os valores ótimos para as variáveis 
independentes testadas, potência (w/cm2) e tempo (minutos), a fim de obter uma maior 
porcentagem de hidrolise da lactose.

De acordo com os resultados preliminares através da análise do delineamento 
estatístico de Box-Benhken, observou-se que entre as variáveis e os níveis testados 



A produção do Conhecimento nas Ciências Agrárias e Ambientais 3 Capítulo 17 168

a procentagem de hidrólise da lactose 5% (p/v) variou de 0,74 a 5,66% de hidrólise, 
utilizando 1% de enzima extraída. A maior procentagem de hidrólise da lactose de 5,66 
% foi na condição de 372 w/cm2 por 9 minutos. 

Corridas
Potência

(w/cm²)

Tempo

(minutos)

Porcentagem de hidrólise da lactose (%)
1% de enzima extraída 10% de enzima ex-

traída
1 -1 -1 2,33 28,09
2 -1 0 0,74 22,67
3 -1 1  1,28 51,14
4 0 -1  1,37 66,19
5 0 0  1,48 44,17
6 0 1  1,32 23,05
7 1 -1  2,26 66,47
8 1 0  1,56 56,19
9 1 1  5,66 52,38

Níveis
X1 X2  

Potência

(w/cm²)

Tempo

(minutos)

 

- 1 75 3  
0 223 6  
1 372 9  

Tabela 1. Matriz do delineamento de Box-Benhken para condição de extração da beta-
galactosidase de Saccharomyces fragilis IZ 275. 

O efeito de cada variável testada na atividade enzimática via hidrólise da lactose 
com 1% de enzima extraída, pode ser observado na Figura 1. Todas as variáveis 
testadas apresentaram efeito linear positivo não significativo (p > 0,05), isto significa 
que, dentro dos níveis das variáveis testadas, ao passar do nível -1 (menor nível) para 
o nível +1 (maior nível), pode haver um aumento na hidrólise da lactose pela beta-
galactosidase extraída. Neste sentido, entre as variáveis testadas, a potência (w/cm2) 
apresentou o maior efeito sobre a hidrólise da lactose do que o tempo (minutos). A 
interação linear 1L/2L (potência/tempo) apresentou um elevado efeito linear positivo 
não significativo em relação à variação da resposta.
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Figura 1. Estimativa dos efeitos para potência (w/cm2) e tempo (minutos) para 
a extração enzimática através do delineamento de Box- Benhken na hidrólise 

com 1% de extrato enzimático.

A metodologia de superfície de resposta utilizada para definir a condição para a 
extração da beta-galactosidase de Saccharomyces fragilis IZ 275 é mostrada na Figura 
2. De acordo com os resultados obtidos, para a porcentagem de hidrólise da lactose 
com 1% de enzima, o coeficiente de determinação R2 foi de 0,84482 que significa 
84,48% da variação da resposta é explicada pelo modelo do delineamento escolhido, 
sendo este valor aceitável para sistemas biológicos.

A Figura 2 mostra a superfície de resposta para 1% de enzima extraída sobre 
a hidrólise da lactose de modo que a potência acima de 300 w/cm2 com um tempo 
acima de 9 minutos apresentam valores acima de 5% de hidrólise da lactose. Segundo 
Sarvazyan (1983), os efeitos da ação do ultrassom são dependentes de fatores físicos, 
como intensidade e tempo de exposição e influenciam no resultado do processo.
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Figura 2. Superfície de resposta para a hidrólise da lactose com 1% de enzima extraída de 
Saccharomyces fragilis IZ 275.

Já com 10% de enzima extraída, a porcentagem de hidrólise da lactose variou 
de 22,67 a 66,47%. A condição estabelecida com 66,47% de hidrólise foi 372 w/cm2 
por 3 minutos.

Observou-se, na Figura 3, o efeito de cada variável testada na atividade 
enzimática via hidrólise da lactose com 10% de enzima extraída. As variáveis testadas 
apresentaram efeito não significativo (p > 0,05), sendo a variável potência (w/cm²) 
apresentou um efeito linear positivo, e o tempo (minutos) um efeito linear negativo, 
significando que, dentro dos níveis das variáveis potência, ao passar do nível -1 (menor 
nível) para o nível +1 (maior nível), a hidrólise da lactose pela beta-galactosidase 
extraída poderia aumentar e na variável tempo, ao passar do nível -1 (menor nível) 
para o nível +1 (maior nível) a hidrólise poderia diminuir. Neste caso, a potência (w/
cm2) apresentou um efeito benéfico sobre a hidrólise da lactose em contrapartida o 
tempo não. A interação linear 1L/2L (potência/tempo) apresentou um elevado efeito 
linear negativo não significativo em relação à variação da resposta.
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Figura 3. Estimativa dos efeitos para potência (w/cm2) e tempo (minutos) para a extração 
enzimática através do delineamento de Box- Benhken na hidrólise com 10% de extrato 

enzimático.

Para definir a condição para a extração da beta-galactosidase de Saccharomyces 
fragilis IZ 275 analisou-se a superfície de resposta, representada na Figura 4. Observa-
se que, para a porcentagem de hidrólise da lactose com 10% de enzima, o coeficiente 
de determinação R2 foi de 0,63959 significando que 63,95% da variação da resposta 
é explicada pelo modelo do delineamento escolhido, sendo este valor aceitável para 
sistemas biológicos.

A Figura 4 apresenta a superfície de resposta para 10% de enzima extraída 
sobre hidrólise da lactose de modo que a potência acima de 300 w/cm2 com um tempo 
menor que 6 minutos apresentam valores acima de 66% de hidrólise da lactose.
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Figura 4. Superfície de resposta para a hidrólise da lactose com 10% de enzima extraída de 
Saccharomyces fragilis IZ 275.

4 | 	CONCLUSÃO 

Com base no modelo Box-Benhken, a hidrólise máxima com 1% de enzima foi no 
ensaio 9 com 5,66% em condições de extração de 9 minutos e potência de 372 w/cm2. 
A hidrólise máxima com 10% de enzima foi no ensaio 7 com 66,47%, sob condições 
de 3 minutos e potência de 372 w/cm² de extração.

Analisando-se as figuras de superfície e resposta para os ensaios com 1% e 10% 
sugere-se uma alteração na potência (w/cm²) e no tempo (minutos), conforme sugerido 
pelos gráficos, para que os novos valores das variáveis independentes tenham um 
efeito positivo sobre a hidrólise da lactose.  
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