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RESUMO -A intolerancia a lactose esta associada a deficiéncia na producdo da enzima lactase,
sendo que, uma alternativa as pessoas com esta deficiéncia é a ingestdo de suplementos de
lactase. A partir de resultados preliminares de um planejamento experimental (DCCR -
Delineamento Composto Central Rotacional), para avaliar as melhores condigdes na producgéo da
enzima [-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CBS 6556, com variaveis: soro de queijo,
milhocina e temperatura, foi possivel determinar a melhor condi¢do para producdo da lactase.
Com base nos resultados do DCCR, para avaliar a influéncia da agitacdo e da aeracdo na
producdo da enzima por cultivo submerso, duas condi¢des em duplicata foram conduzidas em
fermentador Biostat B. As condices estudadas foram 200 min™ e 1,33 vvm (K.a = 19 h™) e 400
min™ e 2,7 vwm (K.a = 19 h™), sendo que os valores de atividade enzimatica alcancados foram
4,53+ 0,46 U mL" e 6,59 + 0,20 U mL™, respectivamente.

1. INTRODUCAO

A lactose, aglicar presente no leite e seus derivados, ¢ hidrolisada pela acdo da enzima B-galactosidase
gerando moléculas menores, a glicose ¢ a galactose. A deficiéncia na producdo da B-galactosidase pode
ocasionar a ocorréncia de uma sindrome conhecida como intolerancia a lactose, sendo que as pessoas que
apresentam este quadro ndo conseguem hidrolisa-la.

A enzima [-galactosidase (EC 3.2.1.23) encontra-se entre as enzimas de grande interesse industrial
empregada na hidrolise da lactose de leites e soro de queijo, obtendo, assim, alimentos com baixos teores de
lactose, cujo resultado é a melhora da solubilidade e da digestibilidade de leites e derivados lacteos,
tornando-os ideais a consumidores intolerantes a este agucar (MANERA et al., 2011).

Diferentes processos industriais produzem residuos que necessitam de destino adequado, sendo porém,
na maioria das vezes, descartados sem nenhum tratamento prévio em corpos d’agua (rios, lagos, mares),
acarretando morte dos peixes e outros organismos aquaticos, comprometendo ainda a estrutura fisico-
quimica dos solos e acentuando a polui¢cdo ambiental (TONI et al., 2012).Um exemplo de residuo é o soro de
queijo, que vem sendo testado em diversos estudos a fim de aproveitar o alto teor de lactose e ainda diminuir
0 seu impacto quando lancado como efluente. Este substrato tem sido utilizado em processos fermentativos
para producdo de compostos organicos e enzimas, como a fgalactosidase.

Considerando esta situacdo, este trabalho buscou avaliar os efeitos da agitacdo e da aeracdo para a
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producdo da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 em biorreator, a partir de
fontes alternativas de carbono e nitrogénio.

2. METODOLOGIA

2.1.Micro-organismo eOutrasCondigdes

O micro-organismo utilizado neste trabalho foi a levedura Kluyveromyces marxianus CBS 6556. Para
manutenc¢do da cepa utilizou-se o cultivo em placas de Petri com o0 meio YPD (extrato de levedura 1%,
peptona 1%, glicose 2% e agar) com repiques mensais e mantidos em refrigerador a 4 °C. A ativacéo foi feita
a temperatura de 37 °C, em frascos de Erlenmeyer ndo aletados (1000 mL), contendo 300 mL de meio YPD
(extrato de levedura, peptona e glicose), em agitacdo circular de 180 min™ por aproximadamente 12 e 15
horas a 30°C. A fracdo de inoculo foi de 10%.

Os substratos utilizados foram soro de queijo, fornecido pela Industria Victéria e Milhocina, fornecido
pela Corn Products. O soro de queijo foi desproteinizado para facilitar posteriormente a leitura de
absorbancia.

2.2.Condic0es de Cultivo em Biorreator

Os ensaios em biorreator foram realizados em duplicatas, considerando o volume util de 1,5 L sendo
10 % (V/V) de inéculo, com a utilizacdo de 1350 mL de soro de queijo (concentracdo de 900 mL L™,
equivalente & 25 g L™ de lactose) e 27 g de milhocina (concentracdo de 18 g L™). A temperatura de operacio
foi de 31 °C, com duracdo de 24 h e intervalos de amostragem realizados nos seguintes tempos: 0, 3, 6, 9,
14, 19, 24 h. Duas condicBes de cultivo foram pré-estabelecidas com diferentes valores de agitacdo e
aeracdo, sendo que a condicdo (a) (200 min™*; 2 L min™e 1,33 vvm), resultou em um valor de Kia=19h™, e
a condico (b) (400 min™; 4 L min™ e 2,67 vvm), resultou em um valor de K a = 53 h™. A fim de evitar a
formacéo de espuma, apenas na condic¢do (b) foi utilizado 0,2 mL polipropilenoglicol 2000 (Fluka).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 estd demonstrada a producdo da lactase por Kluyveromyces marxianus CBS 6556 com
monitoramento do oxigénio dissolvido, atividade enzimética, consumo de lactose, producdo de biomassa e
producdo de etanol, durante os cultivos realizados no biorreator para a condicdo (a) 200 min™/2 L min™ e
Kiade 19 h™.
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Figura 1 —Acompanhamento da produgdo de p-galactosidase para condicdo 200 min™ e 2 L min™ para
atividade enzimatica volumétrica (a), consumo de lactose (b), producdo de biomassa (c), oxigénio
dissolvido (d), producdo de etanol (e) e atividade enzimatica especifica (f).

De modo geral, pode-se verificar que o consumo de substrato foi completo ap6s 14 horas de cultivo,
sendo que a partir deste tempo ndo houve mais producdo de f-galactosidase, alcangado a valor maximo de
4,53 + 0,46 U mL™ em 24 horas de cultivo. Neste mesmo tempo, a quantidade maxima de biomassa, 8,25 +
0,359 L™ foi produzida, enquanto que a quantidade de oxigénio dissolvido disponivel no meio reduziu-se
consideravelmente até o tempo de 3 horas de cultivo, mantendo-se constante até o fim do cultivo.

Esta limitacdo de oxigénio no meio de cultivo, favoreceu 0 metabolismo anaerdbio da levedura
levando a produgdo de etanol. Assim como observado por outros autores, devido a presenga de &lcool
desidrogenase, ap0s algumas horas de cultivo, o etanol passou a ser consumido, contribuindo, para a
elevacdo da quantidade de biomassa produzida.

Na Figura 2 estd demonstrada a producdo da lactase por Kluyveromyces marxianus CBS 6556 para a
condicdo (b) 400 min/4 L min e K,ade 53 h™.
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Figura 2 -Acompanhamento da produgdo de B-galactosidase para condicdo 400 min™ e 4 L min™ para
atividade enzimatica volumétrica (a), consumo de lactose (b), producdo de biomassa (c), oxigénio
dissolvido (d), producdo de etanol (e) e atividade enzimatica especifica (f).

A atividade enzimética maxima foi encontrada no tempo de 14 horas de cultivo, alcangando 6,59
+ 0,20 U mL™ enquanto que a producéo de biomassa foi observada até o fim do cultivo, em virtude do
consumo de etanol, tal como observado na condigdo anterior. No entanto, devido a maior condicdo de
oxigenagéo nesta condicdo, houve formagéo de menor quantidade de etanol permitindo seu consumo na
sua totalidade em 24 horas de cultivo. Pode-se observar que a lactose foi praticamente consumida por
completo até as 9 horas de cultivo, sendo acompanhada por uma ligeira queda no teor de oxigénio
disponivel no meio até 20% estabilizando em seguida em 40 % de O, ap0s as 14 horas até o término do
cultivo.

Rech et al. (1999) ao avaliar a producdo da lactase pela mesma linhagem de K. marxianus em
biorreator, a partir de 50 g L™ de lactose de soro de queijo em condicdes de agitacéo e aeracéo de 500
min?, 3 L min™ e 2 vvm, obteve fator de convers&o de substrato em células (Yx;s) de 0,287 g g™, fator
de conversdo de substrato em enzima (Ypss) de 129,7 U g™ e atividade enzimatica de 5 U mL™. Na
condicdo (b), a partir da metade (25 g L™) da concentrago de lactose contidas em soro de queijo, pode-
se observar um fator de conversdo de substrato em enzima duas vezes maior, de 266,7 U g™, enquanto
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que o fator de conversio de substrato em células e a atividade enzimatica foram de 0,300 g g e 6,59 +
0,20 UmL™

Outros autores avaliaram os efeitos da agitacdo e aeragdo a fim de maximizar a produgdo de -
galactosidase de K. marxianus em biorreator, sob uma quantidade inicial de lactose, muito proxima a deste
trabalho, contida no meio de cultivo (ALVES et al., 2010). No entanto, estes autores utilizaram lactose PA
(28,8 g L™ como fonte de carbono, em conjunto de (NH4)SO,4 e extrato de levedura como fonte de
nitrogénio, enquanto que neste trabalho, o meio de cultivo foi elaborado apenas pelos residuos agro-
industriais, soro de queijo, tendo a lactose como fonte de carbono (25 g L™) e a milhocina, como fonte de
nitrogénio.

Nestes ensaios em biorreator, esperava-se alcancar, pelo menos, valores de atividade enzimatica
volumétrica préximos ao valor previsto pelo modelo gerado no planejamento experimental DCCR realizado
em shaker (PERINI, 2013), que prevé o valor da atividade enzimatica volumétrica de 7,78 U mL™. Os
resultados obtidos nos ensaios realizados forneceram os valores de 6,59 + 0,20 U mL™ para K a de 53 h e
4,53 + 0,46 U mL™ para K.a de 19 h™ . A diferenca do valor previsto pelo modelo foi de 25,3% para a
condicdo (a) e 15,3% para a condicdo (b), indicando que a condicdo (b) em biorreator se aproximou mais
das condicdes de agitacdo e aeracdo dos experimentos em shaker, que geraram o modelo.

4. CONCLUSOES

Na condigdo de 900 mL L™ de soro de queijo, 18 g L™ de milhocina e a 31 °C, avaliou-se duas
condicdes de agitacdo e aeracdo diferentes: uma mais branda (K.a = 19 h™) e outra mais severa (K a=
53 h"), sendo que a melhor condicio estabelecida para a producio da p-galactosidase proveniente de
Kluyveromyces marxianus CBS 6556 com soro de queijo e milhocina foi com agitacdo de 400 rpm e
aeracéo de 2,67 vvm, alcangando uma atividade enzimatica de 6,59 + 0,20 U mL™ em 14 horas de
cultivo. Em ambas as condic¢des, foi observada a producdo de etanol até as 9 horas de cultivo, seguido
do consumo do mesmo até o fim dos processos.Os resultados deste trabalho mostram uma
possibilidade para o cultivo de Kluyveromyces marxianus CBS 6556 visando a produg¢do da enzima
-galactosidase utilizando residuos agroindustriais (soro de queijo e milhocina) em biorreator.
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