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RESUMO

A hidrélise enzimatica da lactose pela enzima P-galactosidase desempenha importante papel no
processamento de produtos lacteos, como na obtengao de leite com baixo teor de lactose para consumo
por individuos intolerantes & mesma e na prevengao da cristalizacdo em produtos alimenticios. Em
termos de interesse tecnologico a B-galactosidase é produzida por leveduras do género Kluyveromyces
por apresentar maior atividade enzimatica que outras leveduras quando a lactose é usada como
substrato. O objetivo deste trabalho foi selecionar o melhor microrganismo produtor de -
galactosidase, dentre cinco cepas de Kluyveromyces marxianus e duas cepas de Kluyveromyces lactis,
através de fermentacdo submersa em frascos agitados usando meio de cultivo padrao. Em
determinados intervalos de tempos amostras foram coletadas para acompanhamento da atividade
enzimatica, da biomassa e do pH ao longo das fermentagdes. As cepas de K. marxianus testadas foram
CCT 7080, CCT 7081, CCT 7082, NCYC 587 ¢ K. marxianus var. bulgaricus ATCC 16045. As cepas
de K. lactis testadas forma NRRL Y 8279 ¢ NRRL Y 1564. As melhores respostas para atividade
enzimatica foram obtidas ao empregar K. marxianus CCT 7082, com valores até 6 vezes superiores a
segunda cepa maior produtora K. marxianus CCT 7081.
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1. INTRODUCAO

A enzima [-galactosidase (EC 3.2.1.23) ¢ classificada como uma hidrolase,
responsavel por catalisar o residuo terminal -galactopiranosil da lactose para formar glicose
e galactose. A hidrdlise da lactose pela B-galactosidase desempenha importante papel no
processamento de produtos lacteos, obtendo assim alimentos com baixo teor de lactose,
melhorando a digestibilidade e solubilidade de leites e derivados, prevenindo a cristalizag@o
deste acticar em produtos como doce de leite, leite condensado, misturas para sorvetes e
iogurtes além de enriquecer o produto hidrolisado com galactooligossacarideos (YANG e
SILVA, 1995).

Esta enzima pode ser produzida por microrganismos, como fungos filamentosos,
bactérias ¢ leveduras. O cultivo de leveduras do género Kluyveromyces em um meio com
lactose como fonte de carbono apresenta rapido crescimento frente a outros microrganismos.
Além disso, o género Kluyveromyces possui o GRAS (Generally Regarded Safe), que o faz
aceito pelo FDA (Food and Drug Administration), sendo assim recomendavel para utilizagao
em alimentos (HENSING et al., 1994).

O objetivo deste trabalho consistiu em estudar a produgdo da enzima B-galactosidase
obtida por espécies de Kluyveromyces em cultura submersa em frascos agitados e selecionar
dentre diversas cepas de Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus a maior produtora
da enzima [B-galactosidase.
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2. DESENVOLVIMENTO
21. Material e métodos

2.1.1. Microrganismos

As leveduras do género Kluyveromyces que foram testadas quanto a produgdo de -
galactosidase foram das espécies K. marxianus e K. lactis. As cepas de K. marxianus testadas
foram CCT 7080, CCT 7081, CCT 7082, NCYC 587 e K. marxianus var. bulgaricus ATCC
16045 (gentilmente cedidas pelo laboratério de Engenharia de Bioprocessos da
FEA/UNICAMP). As cepas de K. lactis testadas foram NRRL Y 8279 ¢ NRRL Y 1564
(cedidas pelo Northern Regional Research Laboratories, Peoria-USA).

As culturas foram mantidas a 4°C, em tubos de ensaio com agar extrato de malte e
levedura inclinado.

2.1.2. Preparo do inéculo

O indculo foi preparado em frascos erlenmeyers de S00mL contendo 150mL do meio
de cultura com a seguinte composi¢cdo: lactose (10 g/L), extrato de levedura (1 g/L),
(NH4)2SO4 (1,2 g/L), KH,PO4 (5 g/L), MgS04.7H,0 (0,4 g/L), preparado em tampao fosfato
de potassio 0,2 M, pH 5,5 (PINHEIRO et al., 2003). O meio de cultura foi previamente
esterilizado em autoclave a 121°C por 15min. Apos a esterilizagdo, o meio foi resfriado a
temperatura ambiente e feita a inoculagao da levedura em estudo.

Os frascos foram incubados a 30°C em incubador rotativo a 180 rpm e no tempo
necessario para se atingir a concentracao celular de 1x10® células/mL de meio. A contagem
das células foi realizada em camara de Neubauer (SANTIAGO et al., 2004).

2.1.3. Selecdo do melhor microrganismo produtor de B-galactosidase

Para selecionar o melhor microrganismo produtor de [-galactosidase foram realizadas
fermentagdes em frascos erlenmeyers com o mesmo meio de cultura descrito no item 2.1.2.,
acrescidos de indculo para atingir concentragdo de 1x10” células/mL no meio. As condi¢des
operacionais foram 30°C, 180 rpm.

Amostras foram coletadas a cada 2h para o acompanhamento da atividade enzimatica,
da biomassa e do pH.

2.1.4. Biomassa

A concentracao de células foi medida por densidade oOtica a 620nm, e convertida para
gramas de célula seca por litro através da curva de calibragdo da densidade oOtica versus
gramas de célula seca por litro (RECH et al.,1999).

2.1.5. Rompimento das células

Em um frasco foi colocado 1 mL de células em suspensdo, acrescido de 1,1004g de
pérolas de vidro (R<0,4mm) e colocados por 10min em um sonicador. Durante os ensaios a
temperatura foi mantida entre 0 e 4°C. A suspensdo foi centrifugada por 10min a 6000 rpm
(CORTES et al., 2005) e o sobrenadante foi utilizado para determinagdo da atividade
enzimatica.

Um mililitro de células em suspensao foi obtido ressuspendendo 2,62mg de célula
seca em tampao fosfato 0,1M pH 7,3 obtendo um volume final de 1mL.



2.1.6. Atividade enzimatica

A atividade da [-galactosidase foi determinada usando O-nitrophenyl--D-
galactopiranoside (ONPG) como substrato segundo metodologia descrita no FOOD
CHEMICAL CODEX (1981).

2.1.7. Determinagio do pH

A determinagdo do pH foi realizada através da leitura da amostra em medidor de pH
segundo AOAC (1995).

2.2. Resultados e discussdo
A tabela 1 apresenta os maximos valores obtidos para atividade enzimatica para cada
microrganismo. Para todos os microrganismos a atividade enzimatica maxima foi obtida nas

seis horas de fermentacao.

Tabela 1: Atividade enzimadtica para os sete microrganismos testados.

Microrganismos Atividade enzimatica (U/g)

K. marxianus CCT 7080 751

K. marxianus CCT 7081 1240

K. marxianus CCT 7082 7513
K. marxianus NCYC 587 446

K. marxianus var. bulgaricus ATCC 16045 507
K. lactis NRRL Y 8279 825
K. lactis NRRL Y 1564 692

As melhores respostas para atividade enzimatica da B-galactosidase foram obtidas ao
empregar K. marxianus CCT 7082, com valores até 6 vezes superiores a segunda cepa maior
produtora, K. marxianus CCT 7081.

A figura 1 apresenta a fermentacdo em meio a base de lactose para a levedura K.
marxianus CCT 7082.
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Figura 1: Fermentagdo em meio a base de lactose para a levedura K. marxianus CCT 7082.



Observa-se na figura 1 que nas seis horas de fermentacdo a atividade enzimatica
apresentou um pico alcancando valores de 7513U/g, e a concentracdo celular foi de 0,4g/L. A
fermentagdo iniciou com pH de 5,4 apos a adi¢ao do indculo, nas seis horas atingiu valor de
5,5 e a partir deste ponto houve uma queda abrupta alcangando valor minimo de 4,10.

Como seqiiéncia do trabalho sera realizada a otimizacdo do meio de cultura para
produgdo da enzima B-galactosidase empregando o microrganismo K. marxianus CCT 7082.

3. CONCLUSAO

Dentre os microrganismos testados a cepa de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 foi

s melhor produtora da enzima [B-galactosidase atingindo atividade enzimatica ao redor de
7500U/g.
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