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RESUMO

A hidrélise enzimatica da lactose pela B-galactosidase ¢ um dos processos biotecnologicos
mais antigos conhecidos pela humanidade. A importancia desta enzima ¢ ressaltada pela sua
atuacdo na producgdo de derivados lacteos destinados a pessoas intolerantes a lactose.Quando
esta enzima ¢ produzida por células de Kluyveromyces ela ¢ intracelular, sendo necessario a
ruptura da célula para promover seu isolamento. Este trabalho tem como objetivo estudar a
extracdo de P-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7081 através de diferentes
técnicas de ruptura. A biomassa foi obtida por fermentacdo submersa, em meio a base de
lactose, com pH 5,5, 180 rpm a 30°C por 48 horas. As técnicas de ruptura utilizadas foram:
variagdo de carga de pérolas de vidro em agitador do tipo vértex com tempo fixo, variagdo de
tempo em agitador do tipo vOrtex e sonicador com carga fixa de pérolas. No primeiro ensaio
foram utilizadas cargas que variaram de 0,4454 a 1,1004g per6las/mL células em suspensao
por 10 min. A atividade cresceu com o aumento da carga de pérolas de vidro, atingindo
valores constantes para as duas ultimas cargas. No ensaio de ruptura em agitador magnético
do tipo vortex e sonicador, foi utilizada a carga de 1,1004g pérolas/mL células em suspensao,
utilizando tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos. O tempo de 30 minutos foi considerado o
melhor para ruptura em agitador magnético, ¢ o tempo de 40 minutos para ruptura em
sonicador, pois proporcionaram a melhor extracdo, quantificada pela atividade enzimatica.
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1 INTRODUCAO

A lactose, chamada de agucar do leite ¢ um dissacarideo que tem como caracteristicas
principais baixa solubilidade em 4gua, de 15 a 20 % a 20°C, baixo poder adogante e o fato de
um grande niimero de pessoas ser intolerante a este carboidrato (GEKAS & LEIVA, 1985;
HOLSINGER, 1997). O aperfeigoamento dos processos de separagdo e purificacdo de [-
galactosidase de origem microbiana sdo interessantes para reduzir o custo das etapas de
preparagao da enzima, desde a extragcdo, purificagdo e concentracdo, que sdo geralmente
responsaveis por até 40% do custo total de produgdo (KULA, 1990).

A extracdo da enzima € necessaria para se obté-la em suspensao.Quando a enzima ¢
intracelular torna-se necessaria a ruptura da célula para o isolamento da proteina. Uma ampla
variedade de técnicas de ruptura pode ser usada em meio laboratorial, dentre elas a ruptura
quimica (4lcali, tratamentos detergentes) e mecanica (tratamento com ondas ultra-sonicas, uso
de pressdao na célula através de pérolas de vidro e outras). Os métodos de ruptura podem ser
classificados entre aqueles que produzem vazamento celular em resposta a aplicagdo de forcas
de cisalhamento e aqueles que produzem digestdo das células pela acao de produtos quimicos
ou por enzimas enddgenas e exdgenas (NUMANOGLU & SUNGUR, 2004).



Este trabalho tem como objetivo estudar a extragdo de [-galactosidase de
Kluyveromyces marxianus CCT 7081, utilizando diferentes técnicas mecanicas de ruptura
celular.

2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Material e Métodos

2.1.1 Fermentacao

O extrato enzimatico foi obtido por fermentacdo submersa em meio a base de lactose,
com pH 5,5, 180 rpm a 30°C por 48 horas. A fermentacdo foi iniciada com uma concentragao
de células de levedura igual a 1x107 células/mL (SANTIAGO et al., 2004).

2.1.2 Determinacio de Biomassa

A concentragdo de biomassa foi estimada por absorbancia (A 620 nm) medida e
convertida em peso de célula seca usando um fator de conversao obtido do grafico plotado
como absorbancia versus peso de célula seca. Essa concentragdo foi usada para calcular o
volume de caldo necessdrio para obter a concentracdo de 2,62 mg/mL de células em
suspensao (NUMANOGLU & SUNGUR, 2004).

2.1.3 Ensaios de Ruptura

O caldo fermentado foi distribuido em tubos e centrifugado sob refrigeracdo, a
6000rpm durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com
tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7,3. Esse caldo foi utilizado nos ensaios de ruptura. Para o
estudo da influéncia da carga de pérolas de vidro utilizadas para romper as células, foram
testadas cargas de 0,4454; 0,5240; 0,6026; 0,6812; 0,7860; 0,9956 ¢ 1,1004g perdlas/mL
células em suspensdo, por um tempo de 10 min em agitador magnético do tipo voOrtex .A
melhor carga foi utilizada para estudar o tempo de ruptura em agitador do tipo vOrtex e
sonicador, nos tempos de 10, 20, 30 e 40 minutos.As amostras foram mantidas em banho de
gelo.Apds a etapa de ruptura, os tubos foram novamente centrifugados, o sobrenadante foi
analisado quanto a atividade enzimatica. Os ensaios foram realizados em triplicata, e os dados
tratados através de andlise de variancia e Teste de Tukey.

2.1.4 Determinacio da Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada usando o método baseado na hidrélise do o-
nitrofenil-p-galactopiranosideo (ONPG), realizada a 37°C por 15 min. A atividade enzimatica
foi medida pela leitura em espectofotometro a 420 nm. Uma unidade de PB-galactosidase ¢
definida como a quantidade de enzima que libera 1,0 umol de o-nitrofenol por minuto (FOOD
CHEMICAL CODEX, 1981)

2.2 Resultados e Discussao

Os resultados obtidos para os experimentos sdo mostrados nas tabelas 1 a 3. Nos
valores de atividade enzimatica média, letras iguais indicam que ndo ha diferenga
significativa, letras distintas indicam diferenca significativa entre as atividades, a 95% de
confianca.



Tabela 1: Resultados de atividade enzimatica para o estudo da variagdo da carga de pérolas de
vidro na ruptura de células de Kluyveromyces marxianus CCT 7081 em agitador magnético do
tipo vortex.

Carga de pérolas Média da Atividade
Tratamento (g/mL células Enzimatica (U/g) Desvio Padrao
suspensao)
A 0,4454 53,759" 1,12
B 0,5240 55,965™° 6,89
C 0,6026 71,597¢ 2,14
D 0,6812 70,666° 5,71
E 0,7860 68,412 9,14
F 0,9956 87,1459 4,59
G 1,1004 89,780° 1,31

Nota-se que a ruptura das células da levedura foi mais efetiva a medida que a relagdo
carga de pérolas-volume de células em suspensao foi aumentada, refletida pela medida da
atividade enzimatica Através do teste de diferenca de médias, foi possivel verificar que ao
nivel de significancia de 95%, ndo existe diferenga significativa entre os tratamentos F e G.
Entdo, a carga de 1,1004g/mL de células em suspensdo foi utilizada nos ensaios para estudo
do tempo de ruptura.Os resultados para estes ensaios estao apresentados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Resultados de atividade enzimatica para o estudo da variacdo do tempo de ruptura
de células de Kluyveromyces marxianus CCT 7081em agitador magnético do tipo vOrtex.

Tratamento Tem?;iiitRolslf tura 11;/1[1 i?rir?éﬁg;]i((ll?éi Desvio Padrao
A 10 426,86" 13,32
B 20 447,94 1,89
C 30 484,20° 2,19
D 40 462,02 5,47

Os tratamentos B e D apresentaram-se iguais estatisticamente, ja os tratamentos A e C
foram diferentes, sendo este ultimo o que proporcionou o melhor resultado em atividade
enzimdtica. A diminui¢do na atividade enzimatica com o aumento no tempo de ruptura pode
ser explicada pela provavel desnaturacdo da enzima. A ruptura em voértex pode ser aplicada
em grande escala, através de um moinho de bolas, o equipamento consiste de uma camara de
trituracdo refrigerada (vertical ou horizontal) com uma haste longitudinal rotatoria no centro.
A esta haste sdo presos agitadores de diferentes formatos que sdo responsaveis por transmitir
energia cinética a pequenas contas contidas na camara, forgando-as a colidirem umas com as
outras promovendo o rompimento das células.




Tabela 3: Resultados de atividade enzimatica para o estudo da variacdo do tempo de ruptura
de células de Kluyveromyces marxianus CCT 7081em aparelho sonicador.

Tratamento Tempo de Ruptura Meédia Atividade . ~
. . Desvio Padrao
(minutos) Enzimatica (U/g)
A 10 329,60° 24,79
B 20 450,55 17,66
C 30 475,57° 19,75
D 40 536,15°¢ 10,62

Os tratamentos B e C foram considerados iguais estatisticamente, Os tratamentos A e
D sdo diferentes de todos os demais, porém o tratamento D produziu um rompimento mais
efetivo, refletido numa elevada atividade enzimatica, portanto o tempo de 40 minutos foi
considerado o melhor para romper as células da levedura Kluyveromyces marxianus CCT
7081, em aparelho sonicador. Apesar de este método ser efetivo para extragdo da enzima [3-
galactosidase, ndo pode ser aplicado em grande escala, sendo considerado uma metodologia
analitica, para ser usada em nivel de laboratorio.

3 CONCLUSAO

A condicdo considerada mais favoravel a extragdo de P-galactosidase foi o uso da
relacdo 1,1004g de pérolas de vidro/ml de células em suspensdo, através da ruptura por 30
minutos em agitador magnético do tipo vortex ou por 40 minutos em aparelho sonicador.
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