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RESUMO

GODOY, G. G. Estudo da producao de lactase por fungos filamentosos. 2016. 37 f.
Monografia (Trabalho de Gradua¢do em Engenharia Bioquimica) — Escola de Engenharia de

Lorena, Universidade de Sdo Paulo, Lorena, 2016.

Muitas pessoas apresentam intolerancia a lactose ao redor do mundo. Este problema se
desenvolve ao longo da vida e em muitos casos leva a pessoa a evitar alimentos contendo este
acucar. Como alternativa, pode-se incluir na dieta alimentos tratados, em que a lactose
presente no meio € hidrolisada pelo uso da enzima lactase. Neste contexto, fez-se um trabalho
de revisdo da literatura sobre o processo de producdo de lactases (p-galactosidases)
empregando fungos filamentosos. Foram abordadas as aplicagdes da enzima e métodos de
imobilizacdo, constatando-se que o uso de um suporte adequado pode promover o aumento da
estabilidade da enzima e permitir a reutilizacio do biocatalisador. As propriedades das
enzimas produzidas por diferentes espécies foram revisadas, sendo discutida a importancia de
se escolher corretamente o microrganismo a ser empregado, de modo a garantir que seja
produzida uma enzima adequada a aplicacdo. A andlise dos trabalhos mostrou que as
propriedades da lactase produzida, como pH e temperatura O6timos, sdo diretamente
influenciadas pela fonte de obten¢do da enzima. Mostrou também que diferentes meios de
cultura t€m sido usados para o cultivo do fungo e produgdo da lactase, sendo que ha a
necessidade da presenca de lactose no meio, além de fontes de nitrogénio e aminodcidos. Com
relacdo as condi¢des Otimas para o crescimento do fungo e producdo da enzima, tem sido
relatado que a producdo da lactase extracelular se inicia apdés o crescimento do
microrganismo. A temperatura 6tima de crescimento do fungo varia dependendo da espécie,
porém a de producdo da enzima apresenta valor préoximo a 30 °C para diferentes
microrganismos. Por fim, foram discutidas as etapas empregadas na fase de downstream,
sendo que, em geral, cromatografia i0nica ou de permeacdo em gel sdo necessdrias para

obten¢do de um produto com pureza adequada.

Palavras-chave: lactase, B-galactosidase, fungos filamentosos, lactose, Aspergillus.



ABSTRACT

GODOY, G. G. Study of lactase production by filamentous fungi. 2016. 37 f.
Undergraduate thesis in Biochemical Engineering — Escola de Engenharia de Lorena,

Universidade de Sao Paulo, Lorena, 2016.

A lot of people have lactose intolerance around the world. This problem develops
throughout life and in many cases leads them to avoid foods containing this sugar.
Alternatively, treated foods, wherein the lactose present in the medium is hydrolyzed by using
the enzyme lactase, may be included in the diet. In this paper, a literature review of the
production process of lactases (p-galactosidase) using filamentous fungi was made. Enzyme
applications and immobilization methods were discussed, finding that the use of a suitable
support can promote increased enzyme stability and allow reuse of the biocatalyst. The
features of the enzymes produced by different species were reviewed and the importance of
correctly choosing the microorganism to be used was discussed, in order to ensure that a
suitable enzyme for the application is produced. Analysis of the studied papers showed that
the features of the lactase produced, such as optimum pH and temperature, are directly
influenced by the source of the enzyme. It also showed that different culture media are used
for growth of fungus and lactase production, and that presence of lactose in the media is
required, as nitrogen and amino acids sources also are. The optimal conditions for fungal
growth and production of the enzyme were also reviewed, and the analysis showed that the
production of extracellular lactase starts after the growth of the microorganism. The optimum
temperature for fungal growth varies depending on the species, but the production of the
enzyme presents a value close to 30 °C for different microorganisms. Finally, the steps
required for the downstream stage were discussed, whereas, generally, ion or gel permeation

chromatography are necessary to obtain a purified product.

Keywords: lactase, B-galactosidase, filamentous fungi, lactose, Aspergillus.
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1. INTRODUCAO

A intolerincia a lactose, um dissacarideo presente no leite dos mamiferos, ¢ um
problema que afeta muitas pessoas ao redor do mundo. Esta disfuncido ocorre devido a ndo
produgdo ou a baixa taxa de producao da enzima lactase por parte do individuo. A queda na
producdo da enzima é um processo natural no envelhecimento do ser humano, e pode ser
acelerado de acordo por fatores genéticos. O consumo de lactose por pessoas que apresentam
intolerancia a este acguicar pode levar a ndusea, dor e inchaco na regido abdominal, diarreia,

entre outros sintomas (SWAGERTY JR; WALLING; KLEIN, 2002; VRESE et al., 2015).

Uma das opcdes para contornar este problema € o tratamento do alimento com lactase
produzida de forma industrial. Neste caso, a lactose ndo € removida do alimento, mas sim
hidrolisada em glicose e galactose, que podem ser absorvidas pelo corpo humano. Além de
beneficiar o publico que apresenta intolerdncia ao dissacarideo, o tratamento com lactase
proporciona outros beneficios, ja que a glicose e a galactose conferem uma caracteristica mais
doce ao alimento em comparacdo a lactose e, além disso, apresentam menor facilidade de

cristalizacao que o dissacarideo (GANZLE; HAASE; JELEN, 2008).

A lactase obtida por meio industrial pode ser produzida por uma vasta gama de
microrganismos, mas apresenta limitacdes de acordo com cada processo. Os processos mais
comuns de produgdo sd@o por via fungica, utilizando leveduras ou fungos filamentosos. A
escolha do método de obten¢do depende da utilizacdo da enzima. Enzimas obtidas a partir de
fungos filamentosos apresentam melhor atividade em faixas de pH mais baixo, podendo assim
ser utilizadas em processos que envolvam meios acidos. Uma utilizacdo mais recente é
producdo de cdpsulas contendo a enzima (CUNHA et al., 2008). O individuo com intolerancia
deve ingerir a cdpsula antes de ingerir leite ou derivados contendo lactose; assim, as enzimas
presentes no medicamento irdo realizar a hidrélise da lactose presente no alimento dentro do
sistema digestivo da pessoa. Para isso € necessdario que a enzima tenha boa atividade no pH

acido encontrado no sistema digestivo.

Com relagdo a producao industrial de lactase, surgem questdes importantes a serem
consideradas. No caso da produgdo por fungos filamentosos, por exemplo, hé especificidades

relacionadas a parametros como agitacdo, aeracdo e homogeneiza¢do do meio. Além disso,
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deve-se atentar para o aumento de escala do processo, etapa na qual normalmente ocorre

perda de produtividade.

H4 também alternativas interessantes para a etapa de hidrélise do alimento, como a
utilizacdo de enzima imobilizada, que apresenta algumas vantagens em relacdo a utilizagcao da
enzima livre, como o potencial uso de maior densidade do agente bioldgico no sistema e a
possibilidade de reutilizacao da enzima e uso em sistema continuo. Entretanto, a imobilizagao

apresenta alguns virtuais obstaculos, como a aderéncia de material orginico nas particulas.

Neste contexto, no presente trabalho serdo abordados aspectos referentes a producao
industrial da lactase e particularidades da obten¢do da enzima através da utilizagdo de fungos
filamentosos. Também serdo discutidas inovacdes tecnoldgicas destes processos e desafios

ainda a serem superados.
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2. LACTASE

2.1. Acao e aplicacoes

A B-galactosidase é uma hidrolase, mais conhecida como lactase e representada pelo
Enzyme Commission Number E.C. 3.2.1.23, sendo uma enzima que catalisa a hidrdlise de
terminais ndo redutores presentes em P-D-galactosideos (OLIVEIRA; GUIMARAES;
DOMINGUES, 2011), convertendo assim o dissacarideo lactose nos monossacarideos glicose
e galactose (Figura 1). Este ultimo monossacarideo age como um inibidor da reagdo de
hidrdlise, fazendo com que a velocidade de reacdo da conversdo diminua conforme ocorre o

aumento da concentracdo de produto no meio (FONTES et al., 2008).

Figura 1 — Representacdo da hidrélise da lactose catalisada pela B-galactosidase.

OH Lactose Galactose + Glicose
Adaptado de Ganzle, Haase e Jelen (2008).

Presente em grandes quantidades no leite de mamiferos, a lactase € sintetizada pelas
células presentes no intestino do ser humano. Estudos mostram que a atividade desta enzima,
que € essencial para a ingestdo de leite, decresce com o passar do tempo na vida dos
mamiferos (DZIALANSKI et al., 2016). A condic@o de baixa atividade enzimatica da lactase
¢ chamada de “lactase ndo-persistente”. Estima-se que 75% da populagdo mundial perde a
habilidade de digerir lactose ao longo da vida (MATTAR et al., 2012). Com a diminui¢do da
atividade da enzima, o individuo que ingerir alimentos contendo lactose pode apresentar
sintomas como dores na regido abdominal, inchaco, diarreia e outros incomodos. A
intolerancia a lactose € diagnosticada com o aparecimento destes sintomas. A intensidade com
que estes sintomas aparecem depende da quantidade de lactose ingerida. O modo como a

lactase ndo-persistente se desenvolve varia em cada caso, mas € fortemente influenciado por
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fatores genéticos. J4 a condi¢do de manter os niveis de atividade enzimatica da lactase aos
niveis do periodo neonatal ¢ chamada “lactase persistente”. Estima-se que esta condicio
surgiu a partir de mutagdes genéticas com o inicio da utilizagcdo do leite animal na
alimentacdo humana. (SWAGERTY JR; WALLING; KLEIN, 2002; CUNHA et al., 2008;
RANCIARO et al., 2014; VRESE et al., 2015).

A lactase tem diversas aplicagdes industriais, sendo considerada uma das mais
importantes enzimas na inddstria de processamento de alimentos (HARJU; KALLIOINEN;
TOSSAVAINEN, 2012). Um dos maiores usos é na hidrélise da lactose do leite. Além do
beneficio de se produzir um alimento digerivel para a populagdo que apresenta intolerancia ao
dissacarideo, este processo também traz outras vantagens. O uso do leite hidrolisado na
producdo de queijos e iogurtes diminui o tempo gasto na etapa de acidificacdo, acelerando
assim o processo de produgdo. Além disso, a hidrdlise previne a cristalizacdo da lactose no

meio (PANESAR et al., 2000).

Outra utilizacao € na hidrdlise do soro de leite, um subproduto da produgdo de queijos.
Este processo elimina um composto quimico com maior DBO no meio e assim soluciona um
problema ambiental, tendo aplicacdo no tratamento de efluentes. Pode também ser utilizado
para producdo de alimentos. O hidrolisado concentrado pode, por exemplo, ser empregado
como adogante na produgdo de refrigerantes e xaropes (PANESAR et al., 2006; KOSSEVA et
al.,, 2009; GEIGER et al., 2016, no prelo). Para esta aplicacdo, a lactase utilizada deve
apresentar boa atividade em meio 4cido, o que vai depender da origem da enzima, conforme

sera discutido de forma mais detalhada adiante.

Uma nova utilizacdo que também exige boa atividade da enzima em meio acido € a
sintese de cdpsulas contendo a enzima, que podem ser ingeridas pela pessoa que apresenta
intolerancia a lactose. Neste caso, o individuo deve ingerir a cdpsula imediatamente antes de
se alimentar. A enzima atuard dentro do sistema digestivo da pessoa, hidrolisando a lactose do
alimento e evitando a ocorréncia dos sintomas relativos a intolerancia. Através desta técnica,
o individuo pode consumir alimentos sem se preocupar se estes foram processados para a

remocgao da lactose (PRAY, 2000; CUNHA et al., 2008).

Uma aplicacdo mais recente de interesse crescente ¢ a producdo de oligossacarideos.

Esta producdo ocorre pela reagdo de transgalactosilagdo, que converte a lactose presente no
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meio em galacto-oligossacarideos (GOS), como mostrado na Figura 2. GOS sdo carboidratos
com grau de polimerizacdo normalmente entre 3 € 8 e que costumam conter unidades de
galactose e um terminal glicose. Na estrutura molecular as unidades de galactose aparecem
unidas por ligacdes B dos tipos (1-3), (1-4) e (1-6), enquanto a ligagcdo galactose-glicose € do
tipo B-(1-4). Os GOS possuem alto valor agregado e apresentam um efeito benéfico a
microflora intestinal, podendo assim ser utilizados na producao de alimentos prebidticos. Este
beneficio nutricional estd associado principalmente a presenga de GOS trissacarideos
(GOS-3) e tetrassacarideos (GOS-4). Estudos relacionam o consumo de GOS a reducdes de
distdrbios intestinais, maior absor¢cdo de minerais e diminui¢cdo de colesterol (GANZLE,;
HAASE; JELEN, 2008; OLIVEIRA; GUIMARAES; DOMINGUES, 2011; GEIGER et al.,
2016, no prelo). O processo de producao de GOS vem sendo estudado e lactases de diferentes
fontes vém sendo empregadas. A enzima produzida por fungos do género Aspergillus desperta
interesse pelo alto rendimento de producdo de GOS-3 e GOS-4. A maior desvantagem do
processo € o baixo rendimento da producdo. Assim, torna-se necessdria uma etapa eficiente de
purificacdo, visando também separar os acucares residuais lactose, glicose e galactose. Esta
etapa, feita normalmente por cromatografia, € o que mais encarece o processo, € diversas
alternativas tém sido estudadas (ALBURTO et al.,, 2016; LEEUWEN et al.,, 2016). A
producdo de GOS pela transgalactosilacdo enzimdtica pode ser favorecida, entre outros
fatores, por altas concentragdes de lactose no meio, gerando uma disponibilidade reduzida de

agua como aceptor do galactosil (GANZLE, 2012).

Figura 2 — Representacio da sintese de galacto-oligossacarideos catalisada pela

-galactosidase.

o0, ,OH
i
P o “OH
I e J’
UH
0. _.0 ﬁ- H{)/I T
()]—[
HO U'H
H' 1 actose Galacto-oligossacarideo (GOS)

Adaptado de Ganzle, Haase e Jelen (2008).
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2.2. Imobilizacao de lactases

Ao longo das ultimas décadas, o uso da lactase imobilizada vem despertando grande
interesse. Esta tecnologia permite certos beneficios ao sistema, como a possibilidade de
reutilizacdo da enzima e de aplicagdo de processo continuo, uso de maior densidade do
catalisador no reator, potencial aumento da estabilidade enzimadtica frente a valores mais
dréasticos de temperatura e pH, além de evitar a necessidade de uma fase de separacdo do
agente bioldgico ao final do processo (MAI; TRAN; LE, 2013). No caso da enzima, existem
trés técnicas mais empregadas de imobilizac¢do: por adsorcdo fisica, aprisionamento em gel e
por ligacdo covalente. A técnica e o suporte utilizado influenciam diferentemente nos

parametros cinéticos da reacdo enzimatica. (SHEN et al., 2016).

A técnica de imobiliza¢do por adsorcdo fisica consiste na ligacdo do catalisador ao
suporte por forca fisica, principalmente forcas de van der Waals. Também podem ocorrer
interacOes hidrofdbicas, pontes de hidrogénio e até ligagdo idnica. A adsorcao fisica, que € o
método mais antigo e o mais simples de ser executado, tem como vantagens a facilidade de
aplicacdo e a baixa interferéncia na conformacdo espacial do catalisador, comparado aos
outros métodos. Todavia, este método apresenta como desvantagem a baixa forca da ligacao
adsortiva (SHEN et al., 2016). Diversos suportes sdo utilizados para a imobilizagdo da
B-galactosidade. A enzima obtida a partir de fungos filamentosos tem sido utilizada
imobilizada em PVC e membrana de silica gel, para a hidrélise de leite, em reatores tubulares.
Em geral, as lactases obtidas a partir de leveduras apresentam maior atividade enzimatica em
relagcdo as de fungo, quando na forma imobilizada; entretanto, apresentam menor estabilidade

operacional (PANESAR et al., 2006).

Albuquerque et al. (2016) estudaram a imobilizacdo de lactase proveniente de
Aspergillus oryzae em um suporte de agarose aminado, sob diferentes valores de pH e de
forca i0nica relativa ao tampdo empregado, o acetato de s6dio. Notou-se que, em valores
maiores de forca idnica no meio, o rendimento de imobilizacdo foi menor, devido a
competicdo dos fons do tampdo e da enzima pelo suporte. Este efeito foi minimizado em
valores de pH menores, proximos a 5,0. O estudo também mostrou que, em valores de pH
mais altos, proximos a 9,0, a enzima imobilizada apresentou estabilidade menor até que a da

enzima livre, mostrando uma limitagao deste suporte em seu uso para imobilizagao.
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A imobilizacdo por aprisionamento em gel é um método que costuma ser mais
utilizado para células inteiras do que propriamente para enzimas livres. Os materiais mais
apropriados para matriz sdo polimeros naturais, como alginato, pectina e dgar, entre outros. A
principal vantagem deste método € a facilidade da confeccdo das particulas, que ocorre por
gotejamento da matriz polimérica junto ao catalisador em um meio contendo cargas idnicas
positivas, além da possibilidade de confeccdo das particulas por via térmica. Além disso, as
particulas formadas apresentam em geral boa estabilidade mecanica, principalmente as
obtidas a partir de alginato. Outra alternativa é o uso de lactases imobilizadas em 4lcool
polivinilico, resultando em maior resisténcia a temperatura e pH mais drésticos, em

comparacdo a enzima livre (MAI; TRAN; LE, 2013; ZHANG et al., 2016).

Mai, Tran e Le (2013) estudaram os efeitos da utilizacdo da enzima imobilizada em
uma matriz de alginato-CMC. A lactase imobilizada, proveniente do fungo Aspergillus
oryzae, apresentou melhora considerdvel na estabilidade térmica e estabilidade em relacdo ao
pH, quando comparada a enzima livre. Em 55 °C, valor préximo do ideal para utilizagdo desta
enzima, a perda de atividade ao longo do tempo foi diminuida em cerca de 50%, apds a
imobilizacdo. Efeito similar foi notado em valores de pH 4cidos, como 4,5 e 5,5, nos quais a
atividade da lactase obtida por esta fonte € considerada alta. No estudo notou-se que os

resultados obtidos de estabilidade da enzima e rendimento da imobilizacdo empregando a

matriz alginato-CMC foram melhores que os obtidos com a matriz contendo apenas alginato.

A terceira técnica é a por ligacdo covalente. Esta técnica é muito utilizada para
imobilizacdo enzimadtica, mas € pouco apropriada para imobilizagdo de células. A conexdo
entre o catalisador e o suporte ocorre pelo grupo funcional da enzima que nédo € essencial para
a atividade enzimadtica desta. Para isso, € recomendavel realizar a imobiliza¢do na presenca de
substrato ou de inibidor competitivo, para proteger o sitio ativo e evitar mudancas
conformacionais prejudiciais na enzima (ALBUQUERQUE et al., 2016). Como vantagens,
esta técnica apresenta forte interacdo entre o catalisador e o suporte, além da enzima poder
interagir mais facilmente com o substrato, devido a esta estar na superficie do suporte.
Entretanto, ha desvantagens como custo elevado e a perda de atividade devido a maior
exposicdo da enzima a reagentes toxicos e condi¢des severas de reagcdo, muitas vezes

empregados. Lactases fiingicas vem sido imobilizadas em mistura de nylon-6 triturado e
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zellitas. Em alguns suportes, como amino-epoxi, notou-se diminui¢do de inibi¢do por produto

da reacdo enzimdtica (KOSSEVA et al., 2009; TALBERT; HOTCHKISS, 2012).

2.3. Microrganismos produtores

A B-galactosidase pode ser obtida a partir de diferentes origens, que incluem fontes
vegetais (como améndoas e frutos), fontes animais (através de Orgdos de animais) e
microrganismos (HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012). A fonte pela qual a
enzima € obtida influencia diretamente em suas propriedades, como a atividade enzimatica em
diferentes faixas de pH e temperatura. A via de obtengc@o por microrganismos € a mais
comum, principalmente pelo facil manuseio, pela alta taxa de reproducdo e pela alta taxa de

rendimento apresentada, em comparacao as outras fontes (RINGS et al., 1994).

Existe uma grande gama de espécies de microrganismos que sintetizam a lactase,
incluindo bactérias, leveduras e fungos filamentosos (Tabela 1). Muitos destes
microrganismos vém sendo alvo de pesquisas, devido a procura por enzimas que melhor
atendam as necessidades da posterior aplicacdo do biocatalizador. Pelo mesmo motivo,
diversas destas espécies vem sendo estudadas com enfoque no melhoramento genético do
produtor da enzima. Como a lactase ¢ uma enzima que tem seu maior uso na industria
alimenticia, a sua fonte deve ser muito bem escolhida para garantir fatores higi€nicos a
producdo. A bactéria Escherichia coli, por exemplo, € 0 microrganismo que apresenta a
lactase mais estudada, devido a presenca do gene lacZ, entretanto ndo € considerada
apropriada para a produgdo da enzima devido a problemas de toxicidade relacionados ao

procarioto. Todavia, a enzima é encontrada comercialmente, principalmente para propdsitos

analiticos (PANESAR et al., 2006; ZHANG et al., 2016).

As lactases mais utilizadas na inddstria s3o obtidas a partir de leveduras,
principalmente as do género Kluyveromyces, e a partir de fungos filamentosos, com destaque
para os do género Aspergillus. Este maior indice de utilizagdo se deve a altos valores de
produtividade e de rendimento no cultivo destes microrganismos. Além disso, estes
microrganismos ndo geram produtos considerados téxicos para o ser humano (OLIVEIRA;

GUIMARAES; DOMINGUES, 2011).
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Tabela 1 — Microrganismos produtores de lactase

Classificacio Géneros

Arthrobacter, Bacillus, Bacteroides, Bifidobacterium,
Clostridium, Corynebacterium, Enterobacter,
_ Escherichia, Klebsiella, Lactobacillus, Leuconostoc,
Bactéria ‘ o _
Pediococcus, Propionibacterium, Pseudomonas,

Pseudoalteromonas, Streptococcus, Sulfolobus,

Thermoanaerobacter, Thermus, Vibrio, Xanthomonas

Levedura Bullera, Candida, Saccharomyces, Kluyveromyces

Alternaria, Aspergillus, Auerobasidium, Beauveria,
Curvularia, Fusarium, Mucor, Neurospora,
Fungo (filamentoso) Paecilomyces, Penicillium, Rhizobium,
Saccharopolyspora, Scopulariopsis, Streptomyces,

Trichoderma

Adaptado de Panesar et al. (2006).

A lactase produzida pelo género Kluyveromyces apresenta pH 6timo préoximo ao
neutro (6,0-7,0), o que a torna ideal para aplicacdes que demandam pH neutro, como
tratamento do leite. A enzima produzida € intracelular, ndo sendo excretada pelo
microrganismo. Neste caso, a lactose € transportada ao interior celular por uma permease e
posteriormente hidrolisada. O fato da enzima produzida ser intracelular faz com que sejam
necessarios processos quimicos ou mecanicos de extracdo da enzima (FONTES et al., 2008;

OLIVEIRA; GUIMARAES; DOMINGUES, 2011).

Ja a lactase proveniente do género Aspergillus apresenta pH 6timo em faixa 4cida

(2,5-5,4) e apresenta boa atividade em altos valores de temperatura, sendo utilizada em
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processos com temperaturas acima de 50°C. Estas caracteristicas a tornam excelentes para
utilizacdo em processos como tratamento do soro de leite e outras aplicagdes que exigem pH
dcido. Este género também se destaca por excretar a enzima ao meio extracelular. Lactases
produzidas por Aspergillus niger apresentam valores de Kn entre 85 e 125 mmol/L para
lactose (PANESAR et al., 2006; OLIVEIRA; GUIMARAES; DOMINGUES, 2011; MAL;
TRAN; LE, 2013).

Assim, o emprego de fungos filamentosos como produtores de lactase surge como
grande potencial, devido a produ¢do de enzimas com capacidade de utilizagdo em meio dcido,
a capacidade do fungo de excretar a enzima produzida para o meio — o que facilita o processo
de recuperacdo da enzima — e a estabilidade da enzima produzida em temperaturas elevadas,
possibilitando o emprego destas enzimas em processos que utilizem altos valores de

temperatura.
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3. PROCESSO DE PRODUCAO DE LACTASES EMPREGANDO FUNGOS
FILAMENTOSOS

A producio de um composto por via fermentativa deve ser planejada de acordo com as
necessidades do microrganismo produtor e de acordo com o produto de interesse envolvido. O
éxito da producdo depende de 4 etapas sequenciais. Primeiramente, deve-se selecionar o
microrganismo a ser utilizado. Para isso, é importante levar em consideracdo fatores como a
taxa de crescimento do microrganismo, a taxa de producdo do composto de interesse e as
condi¢des que este microrganismo requer para produzi-lo, além das propriedades que o
composto apresentar. A etapa seguinte envolve estabelecer o meio de cultura apropriado para
o cultivo. Deve-se determinar os nutrientes requeridos para o crescimento do microrganismo e
as substancias necessdrias para se maximizar a produ¢do do composto de interesse. A terceira
etapa compreende planejar a forma de conducdo do processo, sendo necessdrio definir o tipo
de reator utilizado e o modo de agitacdo e aeracdo. Por fim, no que concerne a fase de
downstream do processo, devem-se definir as estratégias de recuperacdo do produto e de

possivel reutilizacdo do microrganismo (SCHMIDELL et al., 2001).

3.1. Selecao do microrganismo

No caso da producgado de lactase, a correta selecao da espécie de microrganismo a ser
empregada é importante principalmente para se obter o produto de interesse com as
caracteristicas e propriedades desejadas. As particularidades que a enzima apresentard, como
a atividade enzimadtica e a estabilidade em diferentes valores de temperatura e pH ird variar de
acordo com a escolha do microrganismo. Logo, esta escolha deve ser realizada segundo a
utilizacdo comercial pretendida para a enzima. Além das propriedades da enzima, outros
fatores sdo utilizados na selecdo da espécie, como a taxa de reprodugdo celular, a taxa de
producdo da enzima por parte do microrganismo e a excre¢do da enzima para 0 meio
extracelular. Estes fatores sdo importantes principalmente tendo em vista o custo financeiro da

producdo (CRISAN et al., 1977; HARJU; KALLIOINEN; TOSSAVAINEN, 2012).
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Seyis e Aksoz (2004), por exemplo, realizaram o cultivo de 13 diferentes espécies de
fungos, dos géneros Aspergillus, Trichoderma, Penicillium, Rhizopus e Fosarium. Estes
fungos foram escolhidos por produzirem lactases extracelulares de modo eficiente. Foram
medidas as atividades enzimadticas e as estabilidades térmicas e de pH das enzimas
produzidas, além da taxa de crescimento de cada fungo. Os fungos que apresentaram maiores
valores de taxa de crescimento foram do gé€nero Aspergillus, seguidos dos do género
Rhizopus. Apesar disso, os fungos do género Rhizopus produziram lactases com baixos
valores de atividade enzimatica, quando comparados aos outros, enquanto as produzidas pelo
género Aspergillus apresentaram valores intermedidrios. Ainda neste estudo, as enzimas que
apresentaram maiores valores de atividade enzimdtica foram as produzidas por fungos do
género Trichoderma, a0 mesmo tempo que estes fungos apresentaram os valores mais baixos
de taxa de crescimento. As lactases produzidas por este género também apresentaram boa
resisténcia em faixas mais largas de pH, mostrando o potencial destes para uso visando a
producdo comercial. O estudo também destacou a alta estabilidade térmica das enzimas
produzidas pelos fungos filamentosos em comparacdo as produzidas por leveduras, um fator
importante a se considerar na producao industrial, na qual os sistemas de resfriamento podem
elevar o preco da producdo e, além disso, trabalhar sob temperaturas mais altas pode aumentar

as velocidades de conversao e diminuir problemas com contaminacao.

Em outro estudo, Harju, Kallioinen e Tossavainen (2012) reuniram informagdes sobre
propriedades das lactases provenientes de diferentes fontes microbianas (Tabela 2). As
espécies de fungos filamentosos estudadas foram Aspergillus niger e Aspergillus oryzae.
Mesmo dentro do mesmo género, as caracteristicas apresentadas foram diferentes. A primeira
espécie citada apresentou lactases com maior peso molecular e com pH 6timo na faixa
3,0-4,0, enquanto que as lactases provenientes da segunda espécie mostraram pH 6timo na
faixa 5,0-6,2. As temperaturas de operagao das duas espécies apresentaram valores similares,
proximos a 55 °C, o que € elevado quando comparado ao empregado na producdo de enzimas

usando leveduras e bactérias.
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Tabela 2 — Propriedades de lactases produzidas por diferentes microrganismos

Microrganismo produtor Massa molecular OH timo Temperatura de
(x 103) operacao (°C)

Aspergillus niger 124 3,0-4,0 55-60

Aspergillus oryzae 90 5,0-6,2 50-55
Kluveromyces lactis 228 6,5-7,3 35
Kluveromyces fragilis 201 6,6 37
Escherichia coli 464 7,2 40
Lactobacillus acidophilus 540 6,2-6,6 55
Streptococcus thermophilus 464 7,1 55

Adaptado de Harju, Kallioinen e Tossavainen (2012).

Ap6s a devida escolha do microrganismo, o planejamento da producdo segue para as
etapas subsequentes, como determinar o meio de cultura com os componentes necessarios a
espécie selecionada, definir as condicdes requeridas durante o cultivo e producio enzimatica,
realizar o desenho de toda a engenharia necessdria para se realizar a producdo, e estabelecer

as estratégias necessdrias para as etapas de downstream.

3.2. Meio de cultura

O meio de cultura que sera utilizado para o cultivo do microrganismo e a produgdo da
enzima deve ser definido de acordo com as necessidades da espécie escolhida. Nele devem
estar presentes todos os nutrientes necessarios para a devida sobrevivéncia do microrganismo
e para a producdo do composto de interesse. Estes nutrientes variam de acordo com a espécie
a ser cultivada. Deste modo, os compostos que constituem o meio de cultura devem ser

determinados estudando-se o microrganismo a ser utilizado (GOURAMA, 1995).

O fungo produtor da enzima necessita de uma fonte de carbono, aminodcidos, sais
minerais, € eventualmente 4cidos graxos e vitaminas. Como fonte de carbono, visando a
producdo da P-galactosidase, a lactose é comumente empregada. A quantidade deste

composto no meio pode ser variada, e esta alteracdo acarreta em diferentes quantidades de
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enzima produzida. Oliveira et al. (2011) reuniram valores de rendimento de produgdo de
lactase em diferentes quantidades de lactose no meio, variando de 1% a 15% (m/v), utilizando
Aspergillus niger. O estudo apresentou resultado crescente, préximo ao linear, da produgdo da

enzima em relac@o a concentragdo de lactose no meio.

Os outros compostos presentes podem variar. Asparagina e peptona podem ser
utilizados pelo microrganismo como fonte de nitrogénio. Existe também a necessidade de se
adicionar um tampao ao meio, de modo a garantir o pH ideal ao fungo. Fosfato de potédssio e
citrato de s6dio vem sendo eficientemente empregados, de acordo com o valor de pH
escolhido para o processo. O uso de uma solu¢do 4cida ou alcalina no meio também pode ser
realizado para correcio do pH ao longo do processo. fons metilicos como ferro, zinco e
manganés, além de sais como cloreto de potdssio e sulfato de magnésio, podem ser
necessarios para regular as atividades microbianas e manter a pressdo osmética do meio

(CRISAN et al., 1977; SEYIS; AKSOZ, 2004; SMITHEE et al., 2014).

Cavka e Jonsson (2014) estudaram o cultivo de Aspergillus niger e Trichoderma
reesei em hidrolisado proveniente de material lignocelulésico de uma conifera norueguesa.
No estudo foram utilizadas diferentes diluicdes do hidrolisado, e os resultados foram
comparados a dados presentes na literatura para monossacarideos, a fim de se determinar
parametros de consumo de nutrientes e inibi¢do. Neste estudo, além dos nutrientes j4 citados
anteriormente, foi adicionado ao meio extrato de levedura, visando fornecer vitamina B e uma
fonte adicional de nitrogénio e carbono. Os fungos apresentaram bom consumo dos diversos
sacarideos presentes. O crescimento do 7. reesei apresentou valores satisfatérios em
concentracdes baixas de hidrolisado, enquanto que os valores apresentados pelo A. niger
foram mais elevados em concentracdes maiores de hidrolisado, evidenciando que cada
microrganismo reage de modo diferente, de acordo com o meio de cultura. Neste estudo o
hidrolisado lignocelulésico surge como potencial para o processo, englobando também o

conceito de biorrefinaria.

Um fator importante na determina¢do do meio de cultura é a viscosidade do meio.
Meios mais viscosos dificultam a transferéncia de massa e a agitacdo (no caso de reatores),

ocasionando dificuldades na aeracdo do sistema. Deste modo, o uso de compostos que possam
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aumentar a viscosidade deve ser avaliado de modo a ndo gerar empecilhos ao

desenvolvimento da producdo (SMITHEE et al., 2014).

Certas espécies de fungos excretam a enzima produzida, ou seja, produzem a lactase
extracelular. Outras espécies produzem a enzima de modo majoritariamente intracelular.
Nestes casos pode ser feito o uso de um permeabilizador. Esta ferramenta facilita a
recuperagdo do produto e diminui os custos da posterior etapa de purificacdo. Agentes
detergentes tais como digitonina e CTAB e solventes como cloroférmio e etanol vem sendo
empregados como agentes permeabilizantes em baixas concentragdes. O uso de concentragdes

a partir de 30% (v/v) pode acarretar na perda do processo (PANESAR et al., 2006).

Fiedurek, Gromada e Jamroz (1996) estudaram a influéncia da presenca de diferentes
compostos no meio de cultura no cultivo do fungo Penicillium notatum, com foco na
producdo de lactase e no crescimento do microrganismo. Entre os fatores estudados,
examinou-se a secrecdo da enzima produzida de acordo com cada meio proposto. Os
resultados apresentados mostraram que a taxa de producdo da enzima foi maior em valores
acidos de pH, sendo que o maior valor foi obtido em pH 2,5. No estudo foram propostos dois
compostos salinos no meio: sulfato de magnésio e cloreto de célcio. A presenca de apenas um
destes sais gerou resultados muito baixos, em contraponto aos resultados obtidos com a
presenca dos dois sais, mostrando uma dependéncia do fungo estudado por ambos os sais. A
fonte de nitrogénio estudada que apresentou melhores resultados no estudo foi o fosfato de
amdnio monobdsico, superando inclusive os resultados obtidos empregando-se fontes
organicas como peptona e ureia. Quanto a secrecdo analisada no estudo, foram obtidos
resultados satisfatorios. Apesar de o microrganismo do estudo ter produzido lactase
extracelular numa concentracdo de cerca de quatro vezes o que foi produzido de lactase
intracelular sem adicdo de nenhum composto, a adi¢io de brometo de etidio e de 2,4-

dinitrofenol em baixas concentracdes aumentou em até 50% a secrecdo da enzima pelo fungo.

3.3. Planejamento e conducao do processo

O processo de producdo da lactase deve atender as necessidades de utilizagao do

produto, do microrganismo utilizado e do interesse do produtor, sobretudo o financeiro. Para
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isso, toda a engenharia do processo deve ser planejada de modo a garantir o sucesso da
geracdo do produto e satisfazer aos objetivos da producdo. Este sucesso depende de se
conseguir estabelecer um sistema no qual o microrganismo possa apresentar alta taxa de
crescimento e de producao da lactase e baixo tempo de fermentagao necessario. Este ultimo
fator pode afetar os custos e lucros obtidos com a producdo e é assim fundamental para o
processo. E importante também avaliar a produgio de outras enzimas por parte do fungo, que
podem ndo ser do interesse inicial da producdo, mas podem ser recuperadas e
comercializadas, aumentando os lucros do processo. A espécie Aspergillus niger, por
exemplo, pode excretar hemicelulases, celulases e proteases no meio (MUSTRANTA et al.,

1981; PANESAR et al., 2006).

A engenharia que envolve a producdo deve ser desenhada e projetada em torno das
necessidades do microrganismo que serd utilizado. O meio de cultura deve ser preparado, com
as propor¢des ja pré-estabelecidas e que contenham os compostos exigidos pela espécie
utilizada, conforme anteriormente discutido. O meio deve ser esterilizado para atender a
fatores assépticos exigidos pelo fungo. E importante salientar que, na escolha das fontes de
nutrientes disponibilizadas ao microrganismo, € necessario considerar o preco deste nutriente
e a possibilidade de se utilizar algum composto alternativo que tenha um custo menor. Como
fonte de nitrogénio, por exemplo, compostos inorganicos, como fosfato de amoénio, podem
substituir a peptona, que apresenta um elevado custo para utilizacdo industrial. Substancias
mais baratas, como farelo de trigo ou o préprio soro do leite, também podem ser utilizados e
seus usos sdo relatados em diversos trabalhos (MACRIS, 1981; MUSTRANTA et al., 1981;
PANESAR et al., 2000).

A escolha do reator a ser utilizado € crucial para o desenvolvimento do processo. Ela
influenciard em fatores complexos do sistema, como aeragdo e agitacdo. Por motivos
logisticos e de acordo com resultados previamente obtidos, a melhor op¢do para se
desenvolver o cultivo do fungo e a producdo da enzima é por fermentacdo submersa. Nesta
condicdo, fungos filamentosos podem apresentar crescimento em duas formas diferentes: em
morfologia dispersa, com hifas livres e granulados microscépicos, ou agregados de hifas
esféricos, nos quais as hifas aparecem conformadas em granulados macroscépicos, que podem

apresentar diametro de até alguns milimetros. A forma de crescimento do fungo afeta a
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producdo de metabdlitos primérios e secunddrios; entretanto, a maneira como afeta a
producdo de lactase e como cada forma é gerada ainda ndo € bem determinada. (GONCIARZ;

KOWALSKA; BIZUKOIJC, 2016).

A questdo da agitacdo € um problema pois o uso de sistemas convencionais pode
provocar a ruptura das hifas do fungo e assim prejudicar o seu cultivo e a producdo
enzimdtica. Este fator limita o emprego da agitacdo mecanica do processo. Neste caso, além
da opcdo de se utilizar um agitador mecanico sob baixas rotacdes, o que pode ndo ser muito
eficiente, surge a alternativa de se utilizar um reator do tipo “airlift”, em que a aeracdo é
realizada de modo mais vigoroso e a agitacdo € realizada pela propria aeracdo. Oliveira,
Guimardes e Domingues (2011) estudaram a utilizacdo deste reator em comparagdo ao reator
descontinuo com baixa agitagdo e obtiveram resultados melhores no reator airlift, visando a
producdo enzimdtica. Ja Castillo, Blanch e Wilke (1984) estudaram a producdo de lactase
extracelular por Trichoderma reesei em meio com lactose utilizando agitacdo mecanica com
alta rotacdo (1000 rpm) em reator do tipo descontinuo, e obtiveram baixa producgdo
enzimatica; entretanto, a razao entre a producio de enzima extracelular em relagdo a enzima

intracelular foi maior que o esperado, justificado pelos autores como consequéncia da

agitacdo e do resultante rompimento das hifas.

O modo como o cultivo do microrganismo € realizado influencia a geragao do produto.
Estudo realizado por Mustranta et al. (1981) mostra que a producdo da lactase extracelular
pelos fungos do género Aspergillus se inicia apds 0 maximo crescimento do microrganismo,
no momento em que o pH atinge o ponto minimo. Como as temperaturas 6timas de cultivo do
microrganismo € de producdo da enzima variam ligeiramente, € possivel utilizar uma
temperatura para cada etapa do processo. O pH 6timo para o crescimento do fungo estudado é
em torno de 5,0, e temperatura 6tima em torno de 34 °C. A temperatura pode aumentar a
velocidade do processo, entretanto valores de temperatura mais altos podem prejudicar a
producdo da lactase (o cultivo do fungo em valores como 36 °C ja gera diminui¢des na taxa de
producdo da enzima). Alguns estudos mostraram temperaturas 6timas de cultivo em torno de
30 °C para Fusarium moniliforme e para Trichoderma reesei (MACRIS, 1981; CASTILLO;
BLANCH; WILKE, 1984; SEYIS; AKSOZ, 2004). A temperatura 6tima para a etapa de
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excre¢do da enzima é, em geral, 30 °C (MUSTRANTA et al., 1981; OLIVEIRA;
GUIMARAES; DOMINGUES, 2011).

Para fins de mudanca de temperatura, o inicio da producdo da enzima extracelular
pode ser medido pelo acompanhamento da atividade enzimadtica de amostras coletadas do
meio, e a taxa de crescimento celular pode ser medida pelo acompanhamento da liberacao de
gis carbonico do meio. A duracdo de cada etapa depende do microrganismo utilizado, das
temperaturas empregadas e das fontes de nutrientes utilizados. Assim, o processo pode levar
de trés a seis dias. Deve-se finalizar a produ¢do quando a atividade enzimética do meio for
alta e os materiais insoliveis do meio ainda puderem ser removidos por filtracdo. A partir de
entdo, o resultante deve ser encaminhado para etapas de recuperacdo e purificacao do produto.
Durante todo o decorrer do processo deve ser feito o acompanhamento do pH e da
temperatura do meio e das concentracdes dos nutrientes requeridos pelo microrganismo, de
modo a ndo faltar algo primordial a produ¢do e ndo a prejudicar (MACRIS, 1981;
MUSTRANTA et al., 1981; CASTILLO; BLANCH; WILKE, 1984; SEYIS; AKSOZ, 2004;

GONCIARZ; KOWALSKA; BIZUKOIJC, 2016).

3.4. Recuperacio e purificacao do produto

Apos a finalizagdo da etapa de cultivo do fungo e produg¢do da enzima, o meio
contendo as hifas, a lactase extracelular e outros compostos deve ser encaminhado para a fase
de recuperacdo e purificacdo da enzima produzida. Esta etapa ¢ uma das responsdveis pelo
encarecimento do processo, devido a dificuldade de se separar a enzima de interesse do

restante e a necessidade de se gerar um produto de qualidade com alto grau de pureza

(PANESAR et al., 20006).

No caso da produgdo da enzima extracelular, o meio liquido deve ser separado das
particulas solidas, e entdo a enzima dissolvida no meio pode ser precipitada, utilizando um
agente que aumente a forga iOnica e provoque a precipitagdo da proteina, como o sulfato de
amonio. Entretanto, a lactase ndo € a tnica proteina que se precipita com esta técnica. Em
seguida, utiliza-se filtracdo ou centrifugacdo para separar este precipitado. A lactase pode

entdo ser purificada das outras proteinas presentes por etapas de cromatografia de troca idnica
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ou de permeacdo em gel. Apds a purificacdo, a enzima pode ser conservada em diferentes
formas dependendo da aplicacdo desejada. Uma alternativa é realizar o processo de
imobilizacdo da enzima, garantindo assim a manutencdo da atividade enzimdtica desta. As
enzimas presentes no meio intracelular também podem ser recuperadas, empregando a quebra
mecanica das hifas. Este processo dificulta as etapas de filtracdo, devido a maior quantidade

de fragmentos celulares presentes (CRISAN et al., 1977; BOERIS et al., 2012).

Boeris et al. (2012) estudaram a utiliza¢do de adsor¢ao em leito expandido como uma
operacdo para separagcdo e concentracdo da lactase do meio, de modo a simplificar o processo
de downstream. Os resultados mostraram que esta técnica pode ser utilizada para gerar um
produto concentrado, com grau de pureza intermedidrio, sendo necessdria uma etapa posterior

de cromatografia para alcancar um maior grau de pureza do produto.

3.5. Problemas com aumento de escala do processo

O aumento de escala na produgdo € interessante comercialmente, j4 que aumenta a
quantidade de produto gerado e consequentemente os ganhos com a producdo. Em geral, uma
producdo realizada em maior escala apresenta menores gastos por quantidade de produto
gerado que uma producdo realizada em menor escala. Entretanto, processos realizados em
maior escala trazem agravantes ao controle do sistema. A medi¢do de parametros como pH,
temperatura e concentracdo de nutrientes tornam-se mais complicadas, a0 mesmo tempo em

que homogeneiza¢ao do meio € mais dificil (COUTO et al., 2016).

No caso da producido de lactase por fungos, deve-se assegurar que o fungo empregado
estd tendo acesso a todos os nutrientes necessarios, além de devida oxigenagdo. Estes fatores
podem ser empecilhos devido a ja discutida dificuldade com a agitacdo do meio. Frente a isto,
surge outro obstdculo que € a transferéncia de massa e energia no meio. Se a agitacio no meio
for ineficiente podem ocorrer regides no meio com diferentes temperaturas, pH’s, ou
concentracdes de oxigénio e gis carbOnico e nutrientes. Estes fendmenos podem levar a
complicagdes com a producdo e medicdes de dados incorretos durante O processo
(TUFVESSON et al., 2010). Mustranta et al. (1981), em seu estudo envolvendo a produgao

de lactase por Aspergillus niger, realizaram experimentos em escala laboratorial, em reator de
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bancada, e em escala industrial, em reator de 115 m3. As condi¢des dos experimentos foram
otimizadas, de modo a produzir o maximo possivel de lactase. Ao fim, os resultados obtidos

em escala industrial foram similares aos obtidos em escala laboratorial.
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4. TENDENCIAS FUTURAS

O emprego de lactase como agente bioldgico para hidrélise da lactose em produtos
alimenticios vem crescendo, visando suprir a necessidade dos consumidores que apresentam
intolerdncia a este dissacarideo. Consequentemente, a producdo desta enzima vem
apresentando cendrio de crescimento, € o complexo processo de produgdo surge como

potencial de estudo para melhoramento e aprimoramento em diferentes etapas.

z

A busca de novos microrganismos para producdo da enzima é uma das maiores
tendéncias para o processo. Apesar de poucos microrganismos serem utilizados
comercialmente para producdo da lactase, principalmente leveduras do género Kluyveromyces
e fungos do género Aspergillus, diversas outras fontes microbioldgicas vém sendo estudadas
para esta aplicac@o e surgem como potencial. Estudos que envolvam engenharia genética sdo
necessdrios, visando mesclar caracteristicas de microrganismos que apresentam altas taxas de
crescimento e producao e facilidade no cultivo, com enzimas produzidas que apresentam boa

atividade e estabilidade sob as condicdes fisico-quimicas as quais serdo utilizadas.

Quanto ao desenvolvimento do processo, estudos do aperfeicoamento das etapas de
producdo visam aumentar o rendimento das etapas e baratear a producdo da enzima. O
enfoque se d4 na tentativa de utilizar meios de cultura mais baratos, mas que ainda assim
atendam as necessidades do microrganismo e favorecam a producdo enzimética, e na busca
por maneiras de se simplificar a fase de downstream do processo, minimizando as etapas de
recuperacgdo e purificacdo da lactase, mas garantindo um produto de qualidade e alto grau de
pureza. A busca por técnicas aprimoradas de imobilizacdo da enzima também aparece com

interesse comercial.

Outra tendéncia € a utilizacdo do soro de leite, um dos subprodutos da produgdo de
queijos, para producdo de alimentos com maior valor agregado, visto que boa parte do soro
produzido € descartado ou utilizado como racdo animal. Este subproduto, de pH 4cido,
necessita de uma enzima que apresente boa atividade em pH 4cido e assim justifica a

producdo por fungos filamentosos.

Assim, a producdo de lactase por fungos filamentosos apresenta contexto de

crescimento para o futuro, com diferentes possibilidades de aplicacao e utiliza¢do da enzima.
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5. CONCLUSOES

A intolerancia a lactose é um problema que afeta muitas pessoas ao redor do mundo. A
incidéncia deste problema é afetada por fatores genéticos, sendo que em certas civilizacoes,
como na japonesa, ¢ mais comum os individuos perderem a capacidade de digerir a lactose.
Frente a isso, os alimentos tratados com lactase, visando a hidrélise da lactose em compostos

que possam ser absorvidos, surge como alternativa.

A lactase € uma enzima que catalisa a hidrdlise da lactose em galactose e glicose. A
enzima pode ser obtida por varias fontes, incluindo microrganismos. A procedéncia da lactase
influencia diretamente suas propriedades, como atividade enzimatica, temperatura ¢ pH
6timos, massa molecular e valor da constante de Michaelis-Menten. Lactases provenientes de
fungos filamentosos do género Aspergillus despertam interesse pois apresentam boa atividade
em valores de pH baixos e temperaturas elevadas, além de serem excretadas pelo fungo.
Outros fungos filamentosos, como os do género Trichoderma, surgem como potencial para

producdo enzimadtica.

Diferentes técnicas sdo empregadas para imobilizar a lactase, dependendo da aplicacao
desejada. A enzima imobilizada apresenta maior estabilidade e resisténcia a condi¢Oes de
aplicacdo severas. Além disso, o emprego da enzima imobilizada permite a reutilizacdo desta

€m novo processo.

O sistema de producdo da lactase deve ser modelado de acordo com as necessidades
do microrganismo empregado. O meio de cultura deve conter os nutrientes necessarios para
seu crescimento e producao da enzima de interesse. O fungo filamentoso empregado depende,
dentre outros compostos, da presenca de lactose para producio da enzima e de uma fonte de
nitrogénio e aminodcidos. Podem ser utilizados substratos de baixo valor agregado, visando

diminuir os custos da producao.

O desenvolvimento do cultivo e da produgdo enzimatica devem ser acompanhados e
aprimorados, de modo a contornar potenciais problemas gerados com a limitacdo de agitacao
mecanica no meio, devido a vulnerabilidade das hifas do fungo. Deve-se atentar para que haja
a devida transferéncia de massa e energia no meio e o fungo tenha acesso aos nutrientes

disponiveis. A producdo da enzima extracelular se inicia apds a fase de crescimento do fungo,
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e pode ser realizada em temperatura diferente da fase de cultivo para maximizar a produgdo
da lactase. O acompanhamento do processo pode ser realizado de acordo com as
concentracdes dos nutrientes e substratos presentes no meio e com a liberacdo de gis

carbOnico do sistema.

Diversas operacOes podem ser realizadas na fase de downstream do processo,
envolvendo etapas de filtragdo, centrifugacdo e cromatografias. Esta fase ¢ uma das
encarecedoras do processo e pode ser aperfeicoada visando diminuir o nimero de etapas

necessdrio para recuperar e purificar a lactase produzida.

O uso de fungos filamentosos surge como grande possibilidade de producao comercial
de lactases, uma vez que produz enzimas com estabilidade em altas temperaturas e
propriedades especificas para aplicacdo em meio dcido, podendo ser utilizadas em soro de
leite e outros meios que apresentem essa exigéncia. Além disso, o fato das lactases produzidas

serem extracelulares desperta interesse por facilitar o processo de recuperacdo das enzimas.
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