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RESUMO — A B-galactosidase é considerada uma enzima de grande valor para a industria
alimenticia, principalmente pela producdo de alimentos sem lactose e com melhores
caracteristicas organolépticas. O objetivo deste estudo foi selecionar bactérias acido laticas
autoctonas da regido Agreste de Pernambuco produtoras de B-galactosidase utilizando soro
de leite como substrato. As bactérias foram reativadas em MRS, cultura estatica por 48h na
temperatura de isolamento de cada micro-organismo e depois 10% da cultura foi inoculada
em soro de leite nas mesmas condicdes descritas para a reativacdo. Os melhores resultados
foram observados frente a atividade de p-galactosidase neutra e extracelular. As bactérias
do género Streptococcus foram as mais promissoras, onde a melhor produtora foi a BAL
n°182 com produgéo de 8,5 U/mL. Pode-se concluir que BAL e o soro de leite possuem um
potencial para aplicacdo industrial.

1. INTRODUCAO

As bactérias acido-laticas produzem uma variedade de enzimas importantes, entre elas esta a
B-galactosidade, enzima responsavel pela hidrolise da lactose, o aglcar do leite, em glicose e
galactose, e por isso tem importancia na industria de alimentos lacteos (EI Demerdash et al.,
2006, Ustok, et al., 2010).

A solubilidade e o poder edulcorante da lactose sdo baixos quando comparados com outros
acucares, como glicose, frutose, galactose e sacarose. Por isso a hidrdlise da lactose diminui a
precipitacdo de agUcar e aumenta o sabor doce, assim expandindo as aplicacfes da solugdo de
lactose nos alimentos (Oliveira et al., 2013).

Além disso, o valor nutricional da lactose € limitado devido a grande propor¢do de pessoas ao
redor do mundo com a falta da enzima [B-galactosidade no trato gastrointestinal e por isso néo
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podem utiliza-la, causando uma sindrome conhecida como intolerancia a lactose (Vasiljevic &
Jelen, 2002). Isso demonstra o grande valor de mercado que esta enzima possuli.

O estudo da producdo da enzima [B-galactosidase a partir do soro de leite torna-se uma
alternativa interessante, uma vez que o soro € reconhecido pela rica composi¢do nutricional que
permite uma serie de aplicagdes na industria alimenticia, e por se trata de um subproduto de
elevado rendimento, uma vez que para produzir 1 Kg de queijo, como o queijo de Coalho,
necessita-se de 10 L de leite bovino em média, o que resulta em torno de 9 L de soro (Richards,
2002), com isso o soro do leite pode ser visto sob dois aspectos bem distintos: agente de
poluicdo, se descartado inadequadamente (Guven et al., 2008). E como atualmente a legislacdo
ambiental esta mais rigida, as industrias de laticinios procuram alternativas para aproveitamento
desse subproduto (Floréncio et al., 2013).

Assim, o objetivo deste trabalho foi produzir B-galactosidase utilizando bactérias &cido laticas
cultivadas em soro de leite para aplicacdo em alimentos lacteos visando aumentar a
digestibilidade dos produtos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Micro-organismos

As bactérias utilizadas neste estudo pertencem ao acervo de bactérias acido laticas
isoladas de queijo de Coalho artesanal do Estado de Pernambuco de propriedade do Laborat6rio
de Tecnologia de Bioativos (LABTECBIO) da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Foram escolhidas aleatoriamente 30 bactérias, sendo 10 de cada género: Enterococcus,
Streptococcus e Lactobacillus.

2.2. Producéo de p-galactosidase

As bactérias acido laticas foram reativadas trés vezes em MRS caldo (Man, Rogosa &
Sharpe, 1960) em cultura estatica, na temperatura de isolamento de cada cultura sendo 30+1 °C
ou 37£1 °C, com intervalo de 48 h entre as reativages. Em seguida, 10% (v/v) das culturas foram
inoculadas em soro de leite bovino obtido a partir da fabricagéo do queijo de Coalho artesanal, e
incubadas nas mesmas condi¢cdes da reativacdo. ApOs esse periodo, as culturas foram
centrifugadas a 10.192 xg por 5 minutos a 4 °C, e o sobrenadante extracelular foi congelado e
armazenado para analises futuras.

A massa celular precipitada durante a centrifugacéo foi ressuspendida em 5 mL de &gua
estéril e submetida a tratamento para obtencdo do material intracelular através da lise celular por
ultrassom (Ultrasonic Clean — Unique 1600A) por 30 minutos a 4 °C, com posterior centrifugagéo
realizada nas condigdes anteriormente mencionadas. O sobrenadante obtido a partir da massa
celular foi congelado para a avaliacdo da producéo de B-galactosidase intracelular.
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2.3. Determinacédo da atividade de S-galactosidase

Foi realizada segundo os procedimentos descritos no Food Chemical Codex (National
Academy of Sciences, 2005). O substrato cromogénico o-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo
(ONPG - Sigma) foi dissolvido em tampéo fosfato de sédio 0,05 M. A quantidade de substrato e
enzimas utilizados foi 2 mL e 0,5 mL, respectivamente. No tempo zero, 0,5 mL da solucéo
enzimatica foi adicionada a solucdo de ONPG e incubada por 15 min. O ensaio foi parado com
adicdo de 0,5 mL de carbonato de s6dio a 10% e a absorbéncia determinada a 420 nm. Uma
unidade foi definida como a quantidade de enzima que liberou 1mM do o-nitrofenol do ONPG
por minuto sob as condi¢des deste ensaio. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados estdo apresentados nas Figuras 1, 2 e 3, respectivamente para 0s géneros
Enterococcus, Streptococcus e Lactobacillus.

Podemos observar em todas as Figuras que a atividade de p-galactosidase classificada
pela metodologia como neutra foi a mais promissora, alcancando niveis de atividade de 1,3 a 8,5
U/mL, sendo a primeira obtida pela dosagem da enzima intracelular e a segunda na enzima
extracelular.

Em relagdo ao tipo de enzima, em todos os géneros a 3-galactosidase extracelular mostrou
as maiores atividades com valores de 2,1 a 8,5 U/mL, sendo a primeira obtida para a mostra 82 de
Lactobacillus e a segunda para a amostra 182 de Streptococcus. Entretanto, uma amostra de
Lactobacillus apresentou 5,4 U/mL de atividade intracelular de 3-galactosidase.

Sendo assim, a partir dos nossos resultados é possivel inferir que as bactérias acido laticas
produzem a enzima [-galactosidase, confirmando os resultados obtidos por Vinderola e
Reinhmeir, (2003), que trabalharam com bactérias acido laticas dos géneros Streptococcus,
Lactobacillus e Lactococcus, eles também observaram a producdo enzimatica em espécies de
Streptococcus e Lactobacillus. Entretanto, os citados autores encontraram que os Lactobacillus
foram os maiores produtores de P-galactosidase intracelular, o que diverge dos resultados aqui
apresentados.

A habilidade em produzir B-galactosidase também foi observada em Bifidobacteria por
Hsu et al.(2005). Esses autores estudaram a producdo da enzima variando a composi¢éo do meio,
e encontraram uma atividade enzimatica intracelular média de 4,9 U/mL em um meio
considerado por eles como padrdo. Valor superior ao observado nos nossos estudos em relagéo a
atividade intracelular, mas abaixo do encontrado para enzima extracelular.

Em outro estudo com bactérias &cido laticas, Zarate e Chaia (2012), estudaram a producéo
de B-galactosidase em Propionibacterium acidipropionici utilizando um meio sintético, as
atividades apresentadas por estes autores foram abaixo dos resultados observados para 0s n0ssos
experimentos.

A utilizagdo do soro como substrato também se mostrou promissor, esse fato é relevante
para mais um tipo de utilizacdo desse subproduto da cadeia produtiva do leite, agora com um
aspecto mais biotecnoldgico.
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Figura 1. Resultados obtidos com a produgdo da f-galactosidase em soro de leite por amostras de
Enterococcus isolados de queijo de Coalho artesanal de PE.
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Figura 2. Resultados obtidos com a produgéao da (-galactosidase em soro de leite por amostras de
Streptococcus isolados de queijo de Coalho artesanal de PE.
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Figura 3. Resultados obtidos com a produgao da -galactosidase em soro de leite por amostras de
Lactobacillus isolados de queijo de Coalho artesanal de PE.

4. CONCLUSAO

A produgdo de B-galactosidase por bactérias acido laticas isoladas de queijo de Coalho
artesanal em soro de leite bovino se mostrou viavel, tendo como maior produtora nas condicdes
testadas neste estudo uma amostra de Streptococcus .
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