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PRODUCAO E CARACTERIZACAO DE B-GALACTOSIDASE
OBTIDA EM SORO DE QUEIJO PORUNGO POR Kluyveromyces
marxianus

Resumo: O aproveitamento de subprodutos agroindustriais para a obtencao de
biomoléculas tem incentivado o0 avanco de novas estratégias de producéo. O soro
de queijo, um substrato rico em lactose, serve como fonte alternativa e de baixo
custo para a obtencdo da enzima B-galactosidase, comumente empregada na
industria de alimentos. O objetivo do trabalho foi aproveitar o soro de queijo
porungo, substrato ainda pouco explorado, para producdo da enzima e
determinacdo das caracteristicas enzimaticas. Neste trabalho, a B-galactosidase
foi produzida pelo cultivo de Kluyveromyces marxianus CCT 4086, em meio de
cultura a base de soro de queijo porungo. As fermentacdes foram conduzidas em
shaker a 180 rpm, a 30°C, pH 7,0. O extrato bruto obtido foi analisado quanto as
condi¢des Gtimas de atividade da enzima quanto a temperatura (20-60 °C) e pH
(5,5-8,0). A atividade enzimatica maxima foi de 14,52 U ml* em 15 h de cultivo,
consumindo 85 % da lactose (7,69 g LY). A enzima apresentou atividade 6tima a
37 °C e pH 6,5. O soro de queijo mostrou potencialidade para a sintese da enzima
B-galactosidase, agregando valor a este, e simultaneamente, reduzindo os
impactos ambientais ocasionados pelo descarte inadequado. https://youtu.be/ckw-
dYOdJck

Palavras-chaves: pB-galactosidase; Kluyveromyces marxianus; RESIDUOS
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INTRODUCAO

O aproveitamento de residuos agroindustriais como substratos alternativos para
aplicacdo em bioprocessos vem impulsionando pesquisas a desenvolver novas
estratégias tecnoldgicas para a obtencdo de biocompostos. O soro de queijo
representa o principal e mais probleméatico subproduto da industria de laticinios,
sendo caracterizado por elevados valores de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO), que variam na faixa de 30-50 g L, apresentando potencial poluidor cerca
de 100 vezes maior que o esgoto doméstico (SISO, 1996; GUIMARAES et al.,
2010; DAS et al., 2016).

Contudo, devido a sua composicdo rica em nutrientes, apresenta potencialidade
de aplicacdo em diferentes processos biotecnologicos e na obtencédo de
biomoléculas, tais como a enzima B-galactosidase, popularmente conhecida como
lactase (EC 3.2.1.23). Esta enzima é classificada como uma hidrolase,
responsavel pela hidrolise da lactose originando como produtos a mistura
equimolar de glicose e galactose (SISO, 1996; GROSOVA et al.,, 2008, FAI e
PASTORE, 2015). A produgao da [(B-galactosidase através do aproveitamento de
subprodutos industriais € uma ferramenta importante para a reducado dos custos
de producgdo associada a sua utilizagdo. Além disso, proporciona um destino
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adequado ao soro de queijo, minimizando a problematica de geracdo de residuos
das industrias de laticinios (RECH et al., 1999).

Com base na importancia desta enzima na indastria de alimentos e no destino
adequado para o soro de queijo porungo, um subproduto da agroindustria do
Territério Lagoa do Sino, ainda pouco explorado cientificamente, o objetivo deste
trabalho foi estudar a producdo da enzima através da levedura Kluyveromyces
marxianus em meio soro de queijo e em seguida determinar suas condicfes
Otimas de temperatura e pH.

MATERIAIS E METODOS

O soro de queijo foi fornecido por produtores de queijo porungo pertencentes ao
Territério Lagoa do Sino, localizado no municipio de Angatuba, Sdo Paulo. Este
foi previamente hidrolisado com Alcalase 2.4 L (Tovani Benzaquen Ingredients,
SP, Brazil) a 55 °C, pH 8,5, por 3 horas e estocado em freezer a -16°C. Utilizou-se
a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086. A linhagem foi cedida pelo
Laboratdrio de Bioprocessos e Biotecnologia (BiotecLab), do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia em Alimentos da UFRGS. A renovacdo da cultura microbiana foi
realizada pelo método de esgotamento, em placas de Petri estéreis com meio
nutritivo YEP-Lactose, sendo ap0s incubadas em estufa a 30 °C por 48 horas e
armazenadas a 4 °C. A produgéo da enzima foi realizada de acordo com estudo
de otimizacao realizado por Coelho et al. (2019), usando temperatura de 30 °C e
pH 7,0, a partir de soro de queijo suplementado com extrato de levedura (3 g L.
A enzima foi extraida através da ruptura da parede celular de acordo com a
metodologia modificada de Medeiros et al. (2008). O consumo da lactose foi
determinado pelo método do &cido 3,5 - dinitrosalicilico - DNS (CHAPPLIN e
KENNEDY, 1994). A determinagdo da concentragdo celular foi determinada
seguindo metodologia proposta por Gabardo et al. (2014). A determinacdo da
atividade enzimatica foi realizada segundo metodologia descrita por Klein et al.
(2013), utilizando ONPG (o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo) como substrato. A
experimentacdo foi realizada em duplicata. A temperatura otima da (-
galactosidase foi avaliada a partir de solucédo tampao de fosfato de potassio 0,1 M
contendo solucédo de cloreto de magnésio 1,5 mM (MgClz2), em pH 7,0, variando a
temperatura entre 20°C a 60°C. Da mesma forma, o pH da B-galactosidase foi
avaliado na faixa de 5,5 a 8,0, em 37°C. A atividade enzimatica foi determinada
conforme metodologia descrita acima. Os testes foram realizados em triplicata.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A atividade enzimatica maxima foi encontrada em 15 horas, alcancando 14,19 U
mL1, enquanto que o consumo de lactose atingiu praticamente sua totalidade
apos 20 horas de cultivo, em que a levedura metabolizou 85% da lactose (7,69 g
L1), com producdo maxima de biomassa de 11,88 g L* (Figura 1). A curva de
crescimento microbiano (biomassa) apresentou uma curta fase lag, atingindo
rapidamente a fase exponencial, demostrando a adaptacédo da levedura ao meio
soro de queijo. Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os
encontrados na literatura para a produgao de B-galactosidase por Kluyveromyces
marxianus, pode-se concluir que os mesmos foram bastante similares. Santiago
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et al. (2004), estudaram a sintese de B-galactosidase a partir de soro de queijo
com e sem suplementacdo por extrato de levedura (30 °C, 150 rpm, pH 5,5) a
partir de Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 e encontraram maxima
producdo da enzima (20 U mL?) no tempo de 12 h ao utilizar o dobro da
concentragdo de extrato de levedura do presente trabalho (6 g L) frente a 12 U
mL? de atividade enziméatica quando testada a producdo da enzima sem a
suplementacdo do soro de queijo. Em contrapartida, valores de atividade
enziméatica menores foram obtidos por Rech et al. (1999) a partir de duas
linhagens de Kluyveromyces marxianus, CBS 712 e CBS 6556, em soro de queijo
suplementado com extrato de levedura, conduzido em biorreator (500 rpm, 37 °C,
pH 5,5), chegando a um maximo de, aproximadamente, 5,0 U mL* em 10 h de
cultivo e de 45 U mL! em 25 h de cultivo, para cada uma das linhagens,
respectivamente.

Figura 1 - Cinética de fermentacdo para a levedura Kluyveromyces marxianus
CCT 4086 quanto ao consumo de lactose (e), atividade enzimética (*) e biomassa
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Ao analisar as condi¢cdes de pH e temperatura 6timas (Figura 2), nota-se que a
atividade enzimatica € dependente da temperatura (Figura 2a).

Figura 2 - Efeito da temperatura (a) e pH (b) na atividade da B-galactosidase.
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Uma atividade enzimatica ascendente é observada até atingir a atividade maxima
a 37 °C, e acima desta temperatura a atividade apresentou um declinio
acentuado. Isso ocorre porque os valores de energia de ativacdo (Ea) para a
desativacdo enzimatica costumam ser maiores que os valores Ea para o efeito de
ativacdo, uma vez que a desnaturacédo da proteina envolve o desdobramento de
grandes segmentos da cadeia polipeptidica (processo global), exigindo maior
alteracdo de energia livre do que a necessaria estabilizacdo do estado de
transicdo no sitio ativo (processo localizado) (Damodaran et al., 2007). Além
disso, essa caracteristica, segundo lllanes et al. (1998), é inerente as lactases
provenientes de leveduras, visto que enzimas obtidas através de leveduras
geralmente se apresentam mais termosensiveis daquelas observadas por fungos
e bactérias (50-60°C), uma vez que sua faixa de temperatura 6tima esta abaixo.
Similarmente ao presente estudo, Alves (2008) estudando a imobilizacao da B-
galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 encontrou uma maior
atividade a 37 °C, observando decréscimo de atividade para valores fora dessa
faixa de temperatura.

A atividade enzimética foi ascendente até pH 6,5 (Figura 2b), quando atingiu o
valor maximo e comecou a declinar. O valor 6timo de pH obtido para a B-
galactosidase (6,5) esta de acordo com a literatura em que séo reportados valores
de pH 6timos na faixa de 6,0-7,3 para enzimas obtidas de leveduras do género
Kluyveromyces (ZHOU & CHEN, 2001; JURADO et al., 2002). Assim como no
presente trabalho, Jurado et al., (2002) estudaram o efeito da temperatura e do
pH sobre a atividade B-galactosidase de Kluyveromyces fragilis e encontraram
maior atividade enzimatica em pH 6,6 e temperatura de 37 °C. Em concordancia,
Song et al. (2010) encontraram pH e temperatura 6timos de, respectivamente, 7,0
e 37°C para B-galactosidase de Kluyveromyces lactis na forma livre, quando
investigada a influéncia do pH (5,0 a 9,0) e da temperatura (17-42 °C). Embora no
estudo de Klein et al. (2013) os autores observaram a atividade maxima da [-
galactosidase a 45 °C utilizando Kluyveromyces lactis (Maxilact LX 5000) na
forma livre, o pH 6timo (6,5) estava de acordo com os resultados deste trabalho.

CONCLUSOES
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O meio de cultura formulado com soro de queijo se mostrou adequado para o
crescimento da levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086 e para a sintese da
enzima [-galactosidase, agregando valor significativo a este subproduto e
reduzindo os impactos ambientais ocasionados pelo descarte incorreto do
mesmo. O conhecimento das condi¢cdes enzimaticas otimas consiste em uma
importante ferramenta para sua aplicagéo industrial.
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