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INTRODUCAO

A sacarase-isomaltase ¢ uma enzima que catalisa a sacarose e certas partes do amido.
A sua deficiéncia no organismo causa a Intolerincia a sacarose-isomaltose que constitui uma
anomalia congénita, cuja transmissdo se dar através de cardter autossdOmico recessivo que
constitui a segunda deficiéncia primaria de dissacarideos mais frequente na espécie humana
com prevaléncia entre 0,1 e 0,5%. Nao existe cura para esta doenga, mas a mesma pode ser
controlada através da introducdo na dieta das enzimas sacarase, isomaltase ou amilases. As
leveduras normalmente sintetizam estas enzimas. Elas catalisam a hidrélise e fermentacao das
a-1,4-glucosides e a-1,6-glucosides (TESTE, et al., 2010). A utilizacdo de leveduras com
perfil metabdlico para a produgdo destas enzimas atua como coadjuvante no tratamento da
intolerancia a sacarose, isomaltose e ao amido. Assim, é de grande interesse a selecdo de
leveduras produtoras das enzimas aminoliticas, visando a sua utilizagdao futura como agente
controlador e/ou minimizador dos efeitos maléficos causados pela defici€éncia da sacarose-
isomaltose e amilases em individuos portadores desta anomalia.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados cinco tipos de extratos purificados de leveduras, previamente
isoladas em etapas anteriores deste projeto. Estes extratos foram submetidos a determinagdo
de atividade enzimatica. Para a determina¢@o da atividade enzimadtica utilizou-se o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) baseado no método de Miller (1959), utilizando como substrato
solucdo de amido 1%. O extrato enzimatico que apresentou maior atividade enzimética sobre
o amido foi utilizado para maximizar esta atividade, realizando um planejamento
experimental pelo Método de Superficie de Resposta (MSR), utilizando o modelo Dorlert. No
presente estudo as varidveis avaliadas foram os diferentes niveis de temperatura (55° C, 65° C
e 75° C) e pH (4,0, 4,5, 5,0, 5,5 e 6,0). Os resultados foram analisados pelo programa
estatistico STATISTIC 6.0, em que se chegou aos parametros Otimos para a atuacdo das
enzimas sobre o amido.



RESULTADOS E DISCUSSAO

Cerca de 100 espécies de leveduras sdo capazes de hidrolisar o amido, e a degradacao
destes em oligossacarideo depende de amilases extracelulares produzidas (SILLS et al.,
1984). Esta caracteristica estd associada com a producdo de pelo menos dois tipos de amilases
, d-amilase e a glucoamilase. Segundo os resultados constatados (Figura 1), o extrato
enzimatico (E33D) da levedura Rhoduthurola mucilaginosa degradou a molécula do amido
de forma mais eficiente quando comparado com os extratos das outras leveduras, razio pelo
qual esta levedura foi escolhida para prosseguir com o experimento. Do mesmo modo Puglia
(2006) observou que uma levedura nomeada como JO7 degradou elevada concentracdo de
amido.
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Figura 1. Atividade enzimética dos extratos de leveduras
produzidos por leveduras isoladas do semidrido baiano.

Utilizando a ferramenta de planejamento experimental e andlise de superficie de
resposta € possivel investigar a influéncia de determinadas varidveis em um processo, € a
forma de interacdo entre estas varidveis, bem como obter o valor das varidveis que
maximizem os resultados esperados (BARROS NETO, 1995). A Tabela 1 mostra os
resultados experimentais da atividade enzimética com a varia¢do dos niveis de temperatura e
pH no processo da reacio enzimaética

Tabela 1. Niveis diferentes de temperatura e pH utilizados para maximizar a atividade enzimética do
extrato produzido pela levedura Rhoduthurola mucilaginosa

Ensaios T °C pH Atividade enzimatica (U)

(mmol de glicose/mg/min
1 75°C 4,5 3,32
2 75 °C 5,5 3,45
3 65 °C 4,0 3,00
4 65 °C 5,0 3,53
5 65°C 5,0 3,55
6 65°C 5,0 3,65
7 65°C 5,0 3,56
8 65°C 6.0 3,58
9 55°C 4,5 0,91
10 55°C 5,5 0,96

A partir da regressdao multipla realizada pelo software Statistic 7.0 obtidos com os resultados
experimentais, determinou-se os coeficientes de regressdo para atividade amilésica.
Analisando os dados encontrados pelo teste de t-Student, das varidveis temperatira e pH,



obteve-se como significativo (p>0,05%) os parametros lineares (L) e os termos quadréticos
(Q) das duas variaveis estudadas. (R2 0,9965). Este valor de R indica que os resultados foram
explicados pela equagao empirica (z=

68,012343749997+1,8459374999999%x,013393749999998*x2+2,8225000000005*y,28249

999999989*y~2+,0034999999999757*x*y+0, ) proposta com 99% da variabilidade dos
dados.

Tabela 2. Coeficiente de regressdo : Atividade enzimatica (U); R2 =0,99676;(planejamento
experimental pH x temp. ) Erro residual=0,0084563.

Fator Coeficiente Erro t p
de regressdo
Media -68,0123 4,505848 -15,0942 0,000012
Temperatura (L) 1,8459 0,090356 20,4296 0,000034
Temperatura( Q) -0,0134 0,000597 -22,4244 0,000023
pH (L) 2,8225 0,997153 2,8306 0,047318
pH (Q) -0,2825 0,079638 -3,5473 0,023856
Temp (L) x pH(L) | 0,0035 0,009196 0,3806 0,722843

L — linear, Q- quadratica
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Figura 2. Grafico da superficie de resposta

O gréfico de superficie de resposta corresponde a descricdo grafica do modelo, o que
simplifica a interpretagcdo dos resultados. Quanto mais intensa for a area de coloragdo melhor
serd a resposta obtida (BARROS NETO, 1995).



A Figuras 2 apresenta a superficie construida para a atividade das enzimas
catalisadoras do amido variando os niveis temperatura e pH.. Nela observa-se que a méxima
atividade ocorre no ponto central correspondendo aos valores de temperatura 69,6° C e de pH
5,4, apresentando como atividade enzimdtica 3,89U, corroborando com os dados gerados
pelo programa estatistico demontrados na tabela 3.

Tabela 3. Valores criticos; Atividade enzimatica (U) (planejamento experimental pH x temp) .
Valor maximo da atividade enzimatica predito: 3,895297

Fatores Limite minimo | Valor critico Limite maximo

Temperatura (° C) 55,0 69,6 75,0

pH 4.0 5,4 6,0
CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho constata-se que a levedura Rhoduthurola
mucilaginosa apresenta-se como um micro-organismo que tem atividade enzimadtica sobre o
amido, podendo inferir a sua utilizacdo como coadjuvante na terapia da intolerancia a
sacarose-isomaltose, pois o amido encontrado nos alimentos também esta envolvido nesta
anomalia.
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