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RESUMO - A importância industrial da enzima β-galactosidase (lactase, EC 3.2.1.23) 

está na sua aplicação na indústria de laticínios. Esta enzima hidrolisa a lactose em seus 

monossacarídeos glicose e galactose, obtendo assim, alimentos com baixos teores de 

lactose, algo de grande importância devido ao problema da intolerância à lactose 

presentes em um grande número de pessoas em várias partes do mundo. Ao longo dos 

anos, com o intuito de melhorar a produção da β-galactosidase, esta enzima vem sendo 

estudada com o objetivo de obtenção de condições otimizadas de produção. Dessa 

forma, o estudo de parâmetros como a aeração é importante porque ele determina a 

oxigenação da cultura, influenciando o consumo de substrato, e permitindo ou inibindo 

a síntese dos produtos. Além disso, contribui para a mistura do meio de fermentação, 

principalmente quando a velocidade de agitação mecânica é baixa. Nesse contexto, o 

objetivo desse trabalho foi o estudo da influência da aeração na produção da β-

galactosidase pelo cultivo do microrganismo Kluyveromyces lactis NRRL Y1564 em 

soro de leite suplementado com extrato de levedura. Os ensaios foram conduzidos em 

biorreator de bancada de 1L e duas condições distintas de aeração durante as 

fermentações foram avaliadas. 
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INTRODUÇÃO 

 

Com a expansão do consumo mundial de 

leite, queijos e derivados nos últimos anos, a 

produção de soro, um dos principais 

subprodutos da indústria de laticínios, 

aumentou consideravelmente. Em função de 

seu elevado poder poluente e da dificuldade de 

sua eliminação, pesquisas têm sido 

desenvolvidas, buscando alternativas para o 

aproveitamento dos componentes do soro, 

principalmente, a lactose (Carminatti, 2001). 

A hidrólise da lactose em monoses 

(glicose e galactose) tem se mostrado um dos 
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métodos mais promissores para remover a 

lactose do leite e de seus subprodutos, como o 

soro, sendo os monossacarídeos, mais 

facilmente digeríveis e solúveis (Bódalo et al., 

1991; Fox e Mcsweeney, 1998; Walstra e 

Jenness, 1984; Ordóñez, 2005; Klein et al., 

2010). 

A enzima β-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) 

ou lactase hidrolisa as ligações galactosídicas 

β-D-1,4 da lactose carboidrato característico 

do leite e conhecido popularmente como 

“açúcar do leite”. Esta enzima pode ser 

encontrada em plantas e animais, assim como 

em uma ampla variedade de micro-

organismos, incluindo leveduras, fungos e 

bactérias (Gékas e López-Leiva, 1985).  

De acordo com a Resolução nº 205, de 

17/11/2006 e pela RDC nº 26, de 26/05/2009, 

para fins alimentícios, a enzima  lactase deve 

ser de origem microbiana: Kluyveromyces 

lactis, Aspergillus níger, Aspergillus oryzae, 

Candida pseudotropicalis ,Kluyveromyces 

fragilis, Kluyveromyces marxianus e 

Saccharomyces sp, geralmente reconhecidos 

como seguros (GRAS – Generally Recognized 

as Safe). 

A enzima β-galactosidase obtida por 

leveduras é produzida intracelularmente, por 

isso há a necessidade do rompimento celular 

ou a permeabilização da membrana da célula 

sem causar desnaturação da enzima (Santiago 

et al., 2004). Métodos mecânicos, físicos, 

químicos, enzimáticos e a combinação destes 

podem ser aplicados (Medeiros et al., 2008). 

O estudo de diferentes condições 

operacionais, como a aeração e agitação, é 

importante porque ele determina a oxigenação 

da cultura, influenciando o consumo de 

substrato, e permitindo ou inibindo a síntese 

dos produtos. Se por um lado, a agitação 

controla a transferência de nutrientes e a 

distribuição de ar, pelo outro a aeração 

contribui para a mistura do meio de 

fermentação, principalmente quando a 

velocidade de agitação mecânica é baixa 

(Alves, 2010). Esse estudo possui um papel 

importante na produção de enzimas e pode 

fornecer informações para o scale-up. 

Neste contexto, presente trabalho teve 

como objetivo avaliar diferentes condições 

operacionais (agitação e aeração) na produção 

de β-galactosidade por Kluyveromyces lactis 

NRRL Y1564 utilizando soro de leite 

desproteinizado como fonte de carbono em um 

biorreator de bancada. 

 

MATERIAIS E METÓDOS 

 

Micro-organismo 

A espécie Kluyveromyces lactis NRRL 

Y1564 foi doada pelo USDA (United States 

Department of Agriculture) pertencentes a 

coleção de cultura da ARS (Agricultural 

Research Service). A cultura estoque foi 

mantida em meio ágar YEPD (contendo: 

extrato de levedura 10 g/L; peptona 20 g/L; 

glicose 20 g/L e ágar 20 g/L)  sob refrigeração. 

 

Composição e pré-tratamento do soro de 

queijo 

O soro de queijo em pó utilizado para 

fermentação foi adquirido da Relat - Laticínios 

Renner S.A.(Estação, Rio Grande do Sul) 

contendo a seguinte composição (g/100g): 

carboidratos 73  g; proteínas 10 g; gorduras 

totais 1,0 g;gorduras saturadas 0,5 g; sódio 

1080 mg e cálcio 796 mg. 

O pré-tratamento do soro de queijo foi 

realizado de acordo com Lima (2012. Nesse 

procedimento o soro de queijo em pó foi 

diluído para 50 g/L de lactose e aquecido a 

90ºC. Em seguida adicionou-se ácido lático 

sob agitação suave até o pH atingir 4,8. A 

agitação era então interrompida e a solução 

mantida em repouso por alguns minutos,para 

sedimentaçao das proteinas.Após a etapa de 

pré-tratamento do soro, a solução obtida foi 

utilizada como meio de cultivo suplementado 

com 1 g/L de extrato de levedura, sendo o pH 

corrigido com KOH 4 mol/L até pH 6,0 e 

esterilizado a 110ºC por 10 min. 

Produção da enzima β-galactosidase 

Para a preparação do inóculo de 

Kluyveromyces lactis utilizou-se soro de leite 

pré-tratado como meio de inóculo. O micro-

organismo foi repicado em placas de Petri 

contendo meio YEPD para preparação do 

inóculo e incubado em estufa microbiológica a 

30 ºC por 24 horas. Após este período, foram 
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transferidas três alçadas da cultura para 

Erlemeyer de 250 mL contendo 150 mL de 

meio de propagação de inóculo.. Os frascos 

inoculados foram incubados em agitador 

rotatório (Shaker Tecnal TE – 480) a 30 ºC, 

180 rpm por aproximadamente 24 horas. 

Posteriormente, centrifugou-se o inóculo a 

15000 rpm por 10 min para se obter a 

concentração celular desejada para o ensaio no 

biorreator. 

Extração da Enzima 

 

O pellet de células foi lavado uma vez 

com 20 mL de água destilada gelada e 

centrifugado a 10.000g por 15 minutos a 4°C. 

Após a lavagem o pellet de células foi 

ressuspendido em tampão fostato de potássio 

pH 6,6 e 0,1mM de MnCl2.4H2O para uma 

concentração celular de 2,9 mg/mL (Lima, 

2012). 

O processo de extração foi realizado 

através de ensaios de rupturas com perólas de 

vidro em agitador tipo vórtex. Este consiste em 

utilizar cargas de pérolas de vidro de 1,10 

g/mL por um período de 30 min, com 

intervalos de 2 min em banho de gelo a cada 5 

min de processo (Medeiros et al., 2008; 

Freitas, 2013). Após o rompimento das 

células, centrifugou-se a 10.000g por 15 

minutos a 4 °C e o sobrenadante foi analisado 

quanto a atividade enzimática. 

 

Métodos Analíticos 

 

Atividade enzimática de β-

galactosidase: A atividade da β-galactosidase 

foi determinada segundo Inchaurrondo et al. 

(1994), usando o-nitrofenyl-beta-D-

galactopiranosídeo (ONPG) como substrato.  

Concentração de biomassa: A 

concentração celular foi determinada através 

da análise da DO (densidade ótica). A 

densidade ótica foi acompanhada por 

espectrofotometria a 620 nm e a concentração 

de biomassa, em g/L, foi determinada através 

da curva de calibração.  

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Análise do pH e do crescimento celular na 

produção de β-galactosidase 

 

Foram realizados cultivos aeróbios 

para verificar o efeito da agitação e aeração, 

simultaneamente, na produção de lactase. As 

Figuras 1, 2, 3 e 4 mostram o perfil de 

crescimento celular,atividade enzimática e o 

pH durante os ensaios. 

 

                          

 

Figura 1: Perfil do crescimento celular 

e atividade enzimática na produção de lactase 

em função do tempo para Kluyveromyces 

lactis NRRL Y1564 a 200 rpm,1vvm.(■) 

Atividade enzimática, (○)Biomassa, (●)pH 

 Figura 2: Perfil do crescimento 

celular e atividade enzimática na produção de 

lactase em função do tempo para 

Kluyveromyces lactis NRRL Y1564 a 200 

rpm,2vvm.(■) Atividade enzimática, 

(○)Biomassa, (●)pH 
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Figura 3: Perfil do 

crescimento celular e atividade enzimática na 

produção de lactase em função do tempo para 

Kluyveromyces lactis NRRL Y1564 a 300 

rpm,1vvm.(■) Atividade enzimática, 

(○)Biomassa, (●)pH 

 

Figura 4: Perfil do crescimento celular e 

atividade enzimática na produção de lactase 

em função do tempo para Kluyveromyces 

lactis NRRL Y1564 a 300 rpm, 2 vvm.(■) 

Atividade enzimática, (○)Biomassa, (●)pH 

 

Através dos gráficos percebemos o 

aumento da biomassa e a queda do pH ao 

longo do processo.O perfil do pH foi similar 

para todos os experimentos,e os resultados 

mostram que  

não há uma grande variação,com a 

fermentação começando com um pH 5,5 e 

terminando com valores próximos a 5,0.De 

acordo com Schneider et al.(2001),o pH cai 

devido ao acúmulo de CO2 ,oriundo do 

metabolismo do micro-organismo. 

Em meios que contêm lactose como 

única fonte de carbono, a síntese de -

galactosidase em K. lactis está associada ao 

crescimento populacional.Vários estudos têm 

sido realizados, e a observação mais comum é 

que a atividade da enzima por unidade de 

concentração de células é máxima na entrada 

da fase estacionária, caindo em seguida 

quando a lactose ainda é detectada no meio 

(Mahoney et al., 1974; Dickson e Markin, 

1980; Inchaurrondo et al., 1994). 

Acredita-se que o aumento da atividade 

de -galactosidase esteja relacionado com a 

concentração ideal de lactose no meio, 

resultando na indução do lac-gal regulon. Já a 

queda da atividade pode ser causada por 

inúmeros fatores fisiológicos que determinam 

essa fase do crescimento, entre os quais a 

resposta ao estresse nutricional e aos produtos 

do metabolismo primário, como etanol 

(Ornelas, 2001). 

 

Influência da agitação e da aeração na 

produção de  β-galactosidase 

 

Avaliou-se a influência da agitação e 

da aeração na produção da enzima β-

galactosidase por K. lactis NRRL Y1564 em 

soro de leite ao longo de 24 horas de 

fermentação. Obtiveram-se maiores resultados 

de atividade enzimática, especifica e 

produtividade com 5 h de cultivo.Esses valores 

são apresentados na Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Influência da agitação e da aeração 

na produção da enzima β-galactosidase 

 

Na Tabela 1, observa-se há uma maior 

atividade enzimática (1, 009 U.mL
-1

) com 5 

horas de cultivo, nas menores condições de 

agitação e aeração (200 rpm,1 vvm). Após 

esse período houve uma diminuição na 

produtividade da enzima como, também, na 

Ensaio 

Atividade 

Enzimática 

(U.ml
-1 

extrato) 

Produtividade 

(U.mL
-1

.h
-1

)  

200 

rpm 

1 

vvm 
1,009 0,201 

200 

rpm 

2 

vvm 
0,717 0,143 

300 

rpm 

1 

vmm 
0,865 0,216 

300 

rpm 

2 

vvm 
0,264 0,053 
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atividade enzimática. A atividade enzimática 

obtida nesse estudo foi superior ao resultado 

obtido no estudo com K. lactis NRRL Y-1564 

realizado por MANERA et al. (2008), em que 

a atividade máxima foi de 0,70 U.mL
-1

 com 24 

horas de cultivo em mesa agitadora.  

Ornelas et al.(2008) em seu estudo, 

verificou que a maior produção da enzima foi 

observada na transição entre a fase 

exponencial de crescimento e a fase 

estacionária,como pode ser observado na 

Figura 5. 
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Figura 5- Produtividade da enzima β-

galactosidase por K. lactis NRRL Y-1564 

cultivada em soro de leite a 200 rpm, 1vvm 

 

O entendimento de como a 

concentração de oxigênio modula o 

metabolismo das leveduras é essencial para o 

aperfeiçoamento dos processos. K. lactis é 

classificada como aeróbia estrita, entretanto, o 

excesso de substrato fermentativo pode inibir a 

respiração, mesmo em ambientes aeróbicos, 

uma vez, que há a saturação da capacidade 

respiratória dos micro-organismos. Este 

fenômeno é conhecido, na fisiologia das 

leveduras, como efeito Crabtree (Wiebe et al., 

2008; Gonzales-Siso et al., 2000). 

Essa variação no metabolismo respiro-

fermentativo de K. lactis está relacionada à 

aeração durante o cultivo,pois K. lactis é 

considerada uma levedura Crabtree negativa, 

isto é, se houver um ambiente com excesso de 

açúcar e saturado de oxigênio ela respira e não 

fermenta. A fermentação somente ocorrerá 

quando a concentração de oxigênio for 

limitante (Ornelas,2001). 

 

CONCLUSÕES 

  

Os cultivos aeróbios variando a agitação 

e a aeração mostraram a viabilidade da 

produção da enzima β-galactosidase de 

Kluyveromyces lactis NRRL Y1564 utilizando 

soro de leite desproteinizado como fonte de 

carbono mostrou-se uma alternativa viável. 

Uma análise do perfil do pH durante os 

cultivos foi similar para todos os experimentos 

e verificou que, em valores de pH próximos a 

5,0 a enzima diminui a sua atividade.A partir 

das curvas de atividade enzimática e específica 

verificou-se que a maior produção de lactase 

ocorre a 200 rpm e 1 vvm obtendo uma 

atividade enzimática de 1,009 U.mL
-1

rxtrato com 

5 horas de cultivo. 
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