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RESUMO

A enzima p-galactosidase (lactase) é utilizada na producdo de alimentos l&cteos. Suas
caracteristicas funcionais e obtencdo variam de acordo com 0s microrganismos de origem
e condicdes de cultivo. O objetivo deste trabalho foi analisar os efeitos de diferentes meios
de cultivo no crescimento e na producéo de f-galactosidase pela levedura Kluyveromyces
marxianus. As células foram inoculadas em meios complexos e meios sintéticos contendo
glicose ou lactose como fonte de carbono a temperatura constante, realizando-se
acompanhamento do crescimento celular durante 12 horas. Os resultados foram avaliados
pela densidade 6&tica dos cultivos, concentracdo residual da fonte de carbono,
quantificacdo de proteinas totais e da atividade enzimatica especifica. As curvas de
crescimento e 0 consumo de acucares pela levedura
K. marxianus foram semelhantes em todos os meios testados, observando-se uma
estagnacdo do crescimento celular associada com a queda da concentracdo dos agucares
nos meios de cultivo. Ainda, obteve-se uma maior atividade enzimatica especifica (3,19
+ 0,01 pmol/mg’min) quando utilizado o meio sintético na presenca de lactose. A
utilizacdo do meio sintético possibilitou a obtencdo da enzima S-galactosidase com maior
atividade, sendo considerado apropriado para o escalonamento do cultivo da levedura
com o objetivo da producdo da enzima de interesse.

Palavras-chave: f-galactosidase, fermentacéo, lactase.

ABSTRACT

The enzyme [-galactosidase (lactase) is used in the production of dairy foods. Its
functional characteristics and obtainment vary according to the microorganisms of origin
and culture conditions. The aim of this work was to analyze the effects of different culture
media on the growth and production of B-galactosidase by the yeast Kluyveromyces
marxianus. The cells were inoculated in complex media and synthetic media containing
glucose or lactose as carbon source at constant temperature, and cell growth was
monitored for 12 hours. The results were evaluated by the optical density of the cultures,
residual concentration of the carbon source, quantification of total proteins and of the
specific enzymatic activity. The growth curves and the consumption of sugars by the yeast
K. marxianus were similar in all the tested media, observing a stagnation of cell growth
associated with the decrease of sugar concentration in the culture media. Furthermore, a
higher specific enzymatic activity (3.19 = 0.01 pmol/mg/min) was obtained when the
synthetic medium was used in the presence of lactose. The use of the synthetic medium
allowed obtaining the B-galactosidase enzyme with higher activity, being considered
appropriate for the scale-up of the yeast culture with the aim of producing the enzyme of
interest.

Keywords: B-galactosidase, fermentation, lactase.

Brazilian Journal of Development, Curitiba, v.9, n.3, p. 10424-10435, mar., 2023



Brazilian Journal of Development
ISSN: 2525-8761

10426

1 INTRODUCAO

De acordo com dados da OECD-FAO (2019), a producdo mundial de leite foi
estimada em 838 milhdes de toneladas no ano de 2018, com o Brasil representando 3,9 %
dessa producdo. Ainda neste setor do mercado, no que se refere a producéo de leite
destinado a laticinios (derivados), a producdo mundial em 2018 foi estimada em 413
milhdes de toneladas, da qual o Brasil representou pouco mais de 3,53 %. A maior parte
da producdo de laticinios € consumida na forma de produtos lacteos frescos, dos quais,
em 2018, a estimativa mundial de consumo médio foi de 55 kg por pessoa, com o Brasil
possuindo um consumo acima da média mundial, representado pela estimativa de 70,3 kg
por pessoa (OECD-FAOQ, 2019).

A lactose, popularmente conhecida como uma “proteina” do leite, ¢ um
dissacarideo abundante no leite de mamiferos, sendo hidrolisada pela lactase, uma enzima
da borda em escova intestinal, em aclcares absorviveis, nomeadamente glicose e
galactose (MATTAR E MAZO, 2010). Existem trés genotipos que caracterizam a
dificuldade de metabolizagdo da lactose, também chamada de “intolerancia”: lactase
homozigdtica persistente (LP), lactase homozigotica ndo persistente (LNP) e
heterozigotos. Dentro dessa caracterizacdo, estima-se que a lactase ndo persistente (LNP)
afeta cerca de 70% da populacdo adulta mundial; ja no Brasil, a populacdo afetada de
alguma maneira pelo metabolismo da lactose seria a populagdo caracterizada pela ma
absorcéo de lactose, estimada pelos autores em 80% (BAYLESS et al., 2017).

A intolerancia a lactose foi descrita como sendo a incapacidade de digerir este
dissacarideo, o qual € fermentado quando chega ao célon, gerando acidos graxos e gases
que podem gerar problemas gastrointestinais e desconfortos. Tais sintomas da ma
digestdo da lactose variam para cada pessoa, possivelmente devido ao tempo de transito
da proteina no organismo (MATTAR E MAZO, 2010). O tratamento da intolerancia a
lactose esté atualmente limitado a suplementos preventivos e medicamentos para controle
de sintomas. Os produtos mais comuns usados sdo pilulas contendo lactase (SOPHIA J.
OAK & RAJESH JHA, 2019). No entanto, 0 uso de probi6ticos — em particular, cepas
pertencentes a Bifidobacterium e Lactobacillus — tem se mostrado uma alternativa
interessante devido a sua capacidade de promover a digestdo da lactose, aumentando a
capacidade hidrolitica geral no intestino delgado e a fermentacdo da microbiota intestinal
(DHAMA et al., 2016).

Lactase € o nome comum dado a enzima f-galactosidase. Tradicionalmente, as

fS-galactosidases mais utilizadas na industria eram obtidas de Aspergillus spp. e
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Kluyveromyces spp. (HUSAIN, QAYYUM, 2010). A producéo de p-galactosidase ocorre
de maneira intracelular, com a lactose sendo primeiro transportada para o interior da
célula da levedura por uma permease e depois hidrolisada intracelularmente em glicose e
galactose, que seguem a via glicolitica ou a via de Leloir, respectivamente. Devido a
producdo intracelular, a enzima precisa ser extraida das células de levedura por ruptura,
tratamento mecénico, ou permeabilizacdo das células usando tratamentos quimicos
(PANESAR et al., 2006).

[S-galactosidases provenientes de leveduras apresentam pH e temperaturas 6timos
quando estdo entre 6,0-7,0 e abaixo de 40 °C (Tavares, 2017). Estudos mostraram a
importancia da otimizacdo da composicdo do meio de cultivo para a producdo de
f-galactosidase utilizando Kluyveromyces marxianus por meio da avaliacdo de diferentes
concentracdes de lactose, além de fontes de nitrogénio e de outros nutrientes (MANERA
et al.,2008; PANESAR et al,2006). De forma geral, verifica-se que a utilizacdo de meios
sintéticos para o crescimento da levedura pode levar a otimizacao de custos do processo
de producéo da enzima f-galactosidase.

Comi isso, este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes meios
de cultivo no crescimento de K. marxianus e analisar a producéo de f-galactosidase pela
levedura. Cultivos em batelada foram conduzidos empregando YPD e YPL como meios
simples, além de ter-se testado a suplementacao destes meios de modo a formular meios
sintéticos (MSD e MSL), de modo a avaliar a influéncia da composicdo do meio de
cultivo no crescimento celular, consumo de substrato, producdo de proteinas totais e

atividade enzimatica.

2 METODOLOGIA
2.1 MANUTENCAO DO MICRORGANISMO E PREPARO DE INOCULOS

Culturas da levedura Kluyveromyces marxianus foram mantidas entre o acervo de
Culturas Microbioldgicas do Laboratorio de Processos Ambientais (LAPA) da Pontificia
Universidade Cat6lica do Rio Grande do Sul (PUCRS - Porto Alegre, Rio grande do Sul,
Brasil). As culturas foram armazenadas em placas com meio Luria-Bertani a 4 °C e
renovadas a cada quatro semanas de modo a manter sua integridade fisiolégica. Meio de
cultivo YPD (extrato de levedura, peptona e glicose) foi utilizado em cultivos em batelada
de 24 h de duracdo para produzir pré-indculos para os experimentos descritos neste
trabalho.
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Para o preparo de indculos foram utilizadas diluigdes de solugdes-estoque de
extrato de levedura com peptona (YP) e glicose (D) previamente esterilizadas em frascos
individuais em autoclave a 120 °C por 20 minutos. Foram utilizados meios de cultivo
contendo 1 g/L de extrato de levedura, 2 g/L de peptona e 2 g/L de glicose. Uma col6nia
isolada de Kluyveromyces marxianus foi transferida a partir da placa de meio sélido para
200 mL de meio de cultivo fresco para producdo de um pré-inoculo. Esta solucao foi
cultivada em agitador orbital a 23 £ 2 °C e 150 rpm pela duracdo de 16 h
(NOVATECNICA, modelo NT 155). Um in6culo foi produzido a partir deste cultivo
através da transferéncia de volume suficiente para produzir densidade ética DO = 0,1 a
600 nm em meio YPD (GEHAKA, modelo UV-330G). Este cultivo foi incubado nas
mesmas condicbes até alcancar DO = 1,0 (fase de crescimento exponencial) e foi utilizado

para iniciar os experimentos avaliados neste trabalho.

2.2 EXPERIMENTOS PARA AVALIAQAO DO EFEITO DA COMPOSI(}AO DO
MEIO DE CULTIVO

Cultivos em batelada foram conduzidos em duplicatas empregando 200 mL de
meios simples e complexos, de modo a avaliar a influéncia da composi¢cdo do meio de
cultivo no crescimento celular, consumo de substrato, producdo de proteinas totais e
atividade enzimatica.

Meio de cultivos YPD (idéntico ao meio utilizado para in6culos) e YPL
(substituindo glicose por lactose na formulagédo) foram constituidos a partir de solucdes-
estoque. Em adicdo, meios sintéticos foram formulados, tomando YPD e YPL como
composicdo-base e adicionando a sua formulacdo: 15,0 mg/L de EDTA, 4,50 mg/L de
ZnS04, 0,30 mg/L de CoCly, 0,30 mg/L de CuSOsa, 0,40 mg/L NazMoOs, 4,50 mg/L de
CaCly, 3,0 mg/L de FeSOg4, 1,0 mg/L de H3zBOs3, 0,10 mg/L de KI, 0,05 mg/L de biotina,
0,50 g/L de MgSOs4, 5,0 g/L de (NH4)2SO4 e 3,0 g/L de KH2PO4. Quando suplementados
da forma descrita, os meios sintéticos contendo dextrose e lactose passaram a ser
denominados, respectivamente, MSD e MSL.

Os cultivos destes experimentos foram iniciados ao transferir o indculo (DO = 1,0)
para 200 mL dos meios YPD, YPL, MSD ou MSL de modo a alcangar DO = 0,1 e foram
incubados a 23 £ 2 °C e 150 rpm pela duracdo de 12 h (NOVATECNICA, modelo NT
155).
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2.3 PROCEDIMENTO DE RUPTURA CELULAR

O extrato bruto celular contendo p-galactosidase foi obtido por rompimento
celular com esferas de vidro em agitador vortex (Kasvi modelo K45-2820), seguindo
metodologia adaptada da literatura (DE MEDEIROS et al., 2008). A solucdo com células
rompidas foi centrifugada a 6000 rpm, o sobrenadante foi segregado para a analise de
acucares redutores, e o decantado foi ressuspendido com solugdo tampéo de fosfato salino
(PBS). 500 pL foram transferidos para um micro tubo contendo 1,0 g de pérolas de vidro,
o qual foi submetido a banho termostéatico seco, sob agitacdo de 1.400 rpm a -4 °C e por
1 h. O contetdo liquido do micro tubo foi recuperado e transferido para um novo micro
tubo, ao qual foram adicionados 500 pL de PBS. Realizou-se nova centrifugagéo (2 min,
a 13.000 rpm), de modo a garantir que a amostra se apresentasse livre do residuo sélido
da ruptura celular. O sobrenadante produzido foi utilizado na andlise de atividade

enzimatica e na analise de proteinas totais.

2.4 ANALISE DE ATIVIDADE ENZIMATICA (ONPG)

A atividade enzimatica foi determinada por metodologia espectrofotométrica
empregando orto-nitrofenol-4-D-galactopiranosideo (ONPG) com modificacdes (RECH
etal., 1999). 100 pL do sobrenadante gerado no procedimento de ruptura celular foram
adicionados a micro tubos contendo 1,0 mL de ONPG mantidos & 30 °C por banho
termostatico (DelLeo, modelo BMBE 4P). Transcorrido 1 min de reacdo (ONPG +
amostra), foram adicionados 200 pL de uma solucdo de Na,COs 1 M para interromper a
reacao.

Ap0s esse procedimento, a solucdo dentro do micro tubo foi homogeneizada por agitacao
manual e mediu-se a absorbancia da amostra a 405 nm (GEHAKA, modelo UV-330G).
Utilizou-se como branco &gua destilada submetida ao mesmo procedimento. A

concentracdo de ONPG foi determinada através da Lei de Lambert-Beer:

A = €onpe -L. Conpe

onde A é a absorbancia da amostra lida a 405 nm, conec € 0 coeficiente de extingdo molar do ONPG
(cm&/umol), L é o caminho 6tico (1 cm), e Conec € a concentragdo de ONPG (umol/mL). Considerando
gue na metodologia ocorre diluicdo da amostra que contém a enzima pela adicdo de reagentes, deve-se
multiplicar esta concentracao pela razdo Vi,/Va em que V, = volume de amostra e Vs = volume ap6s adicao
dos reagentes. Caso a amostra dependa ainda de diluicdo, o fator de diluicdo F devera ser aplicado,

conforme:
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A*Vf*F
gonpg * L* V°

Conpg =

Entdo, a atividade enzimatica pode ser calculada atraves de:

_ Conrpe

A, ”

onde t é o tempo de reagdo (min) e A, € a atividade enzimatica volumétrica (Uonps/mL).

Por sua vez, a atividade enzimatica especifica foi calculada pela equacéo:

onde A. é a atividade especifica da enzima em Uonpe/mg € X é a concentracdo de proteina em mg/mL.

2.5 ANALISE DE PROTEINAS TOTAIS

A andlise de proteinas totais foi realizada sobre amostras de caldo fermentado
submetidas a ruptura celular empregando metodologia espectrofotométrico com uso do
Reagente de Bradford (BRADFORD, 1976). Uma curva de calibracdo foi preparada a
partir de uma amostra padréo de 2 mg/L de albumina de soro bovino (BSA), utilizando
agua ultrapura, e variando a concentracdo de BSA em 2,0 mg/L, 1,0 mg/L, 0,5 mg/L, 0,25
mg/L, 0,125 mg/L, 0,0625 mg/L e 0,03125 mg/L. Amostras foram submetidas a reacao
com Reagente de Bradford e submetidas a agitacdo em vortex (Kasvi, modelo K45-2820),
mantendo-as abrigadas da luz por 15 min para reacdo. Realizou-se a leitura de
absorbancia das amostras a A = 595 nm, realizando dilui¢des, quando necessario
(GEHAKA, modelo UV-330G).

2.6 QUANTIFICACAO DE ACUCARES REDUTORES TOTAIS

A quantificacdo de agUcares redutores residuais no caldo fermentado foi
determinada de acordo com metodologia espectrofotométrica baseada no emprego de
acido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) com modificacbes (VASCONCELOS et al., 2013). Uma
amostra de caldo fermentado foi centrifugada a 6000 rpm (FANEM excelsa, modelo 206-

R), e a 1 mL do sobrenadante adicionou-se um volume igual do reagente DNS em tubos
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de ensaio, com agitacdo vigorosa. Os tubos foram levados a banho de agua fervente (100
°C, DeLeo modelo BMBE 4P) por 15 min, apds os quais a reacdo foi interrompida
imergindo os tubos em banho de agua fria. Ap6s homogeneizacéo, foi realizada a leitura
da intensidade da cor em espectrofotdometro a 540 nm (GEHAKA modelo UV-330G),

utilizando um branco composto por agua destilada submetida ao mesmo método.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 CRESCIMENTO CELULAR

A curva de crescimento da levedura K. marxianus nos meios complexos (YPD e
YPL) e sintéticos (MSD e MSL) na presenca de glicose e lactose foi analisada ao longo
do tempo. A Figura 1 demonstra que a curva de crescimento das células em diferentes
meios de cultivo foi semelhante ao longo do tempo, demonstrada pelo baixo desvio da
média das velocidades especificas maximas de crescimento dos meios contendo glicose
e lactose, sendo seus valores calculados de 0,190 + 0,005 h* e 0,220 + 0,003 h?,
respectivamente.

Figura 1- Curva de crescimento da levedura em diferentes meios de cultivo YPD (m), YPL (e), MSD (o)
e MSL (o). As barras verticais representam o desvio padrdo de experimentos em duplicata.

Destaca-se que as células de K. marxianus em meio YPL apresentaram a maior
densidade otica ao final das 24 horas de cultivo, possivelmente pela preferéncia do
microrganismo pelo substrato lactose. Levando em consideracdo os custos de obtencgéo
do meio de cultivo complexo e o crescimento satisfatorio das células em todos meios,
considerou-se que 0s meios de cultivo mais simples foram suficientes para o propésito
de producdo de biomassa da levedura K. marxianus, reduzindo o custo de processo.
Adicionalmente, é perceptivel nas curvas da Figura 1 a existéncia de comportamento

linear até aproximadamente 9 h de crescimento, representando uma extensa fase de
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crescimento exponencial, seguida de uma fase estacionaria até 12 h, em um
comportamento tipicamente representativo de curvas de crescimento microbiano em

batelada.

4 CONCENTRAQAO DE ACUCARES REDUTORES

A concentracdo residual de agucares redutores foi analisada ao longo do tempo
nos meios de cultivo complexos e sintéticos contendo glicose e lactose. A Figura 2
demonstra que, apos 10 h de crescimento da levedura, foi verificada a auséncia de
acucares em todos os meios de cultivo. Adicionalmente, € possivel verificar que o perfil
de consumo dos acgucares foi muito semelhante entre os meios contendo lactose ou
glicose na sua composicdo. De forma distinta, os meios com glicose tiveram seus teores
de acucares reduzidos a zero apds 9 h de cultivo, enquanto isso s foi alcancado para
meios que continham lactose em 10 h de cultivo. Esta diferenca € atribuida ao fato de
que a glicose é um agucar simples mais facilmente assimilado pelo microorganismo,
enquanto a lactose é um dissacarideo que depende da sua quebra em monossacarideos
que serdo utilizados pelas suas rotas metabolicas. Atribui-se ainda a deplecdo dos
acucares redutores no meio de cultivo a estagnacdo do crescimento celular previamente

apresentada (Figura 1), havendo esta limitado a duracgdo dos cultivos em batelada.

Figura 2 - Curvas de concentragéo residual de glicose e lactose nos diferentes meios de cultivo YPD (m),
YPL (o), MSD (o) e MSL (©). As barras verticais representam o desvio padrao de experimentos em

duplicata.
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4.1 ATIVIDADE ENZIMATICA

A p-galactosidase é uma enzima que catalisa a hidrdlise de S-galactosideos, como
a lactose, em monossacarideos, como a glicose e galactose, pela quebra de ligacdes
glicosidicas. A atividade enzimatica da S-galactosidase foi verificada nos meios contendo
lactose, pois somente nestes a levedura produz a enzima consumindo a fonte de carbono
disponivel. No meio complexo YPL foi verificada a atividade enzimatica volumétrica de
0,48 £+ 0,28 umol/mL/min pareada com uma concentracao de proteinas totais no extrato
celular bruto de 0,32 £ 0,01 g/L. Estes resultados correspondem a uma atividade
enzimatica especifica de 1,49 + 0,86 umol/mg/min. Ja no meio sintético MSL foram,
alcangou-se uma atividade enzimatica volumétrica de 1,67 £ 0,00 umol/mL/min, uma
concentracdo de proteinas totais de 0,52 + 0,21 g/L no extrato bruto, correspondendo a
uma atividade enzimatica especifica de 3,19 £ 0,01 pmol/mg/min. Pode-se perceber que
0 meio MSL proporcionou uma maior atividade enzimatica especifica, demonstrando ser
a melhor opcdo entre os meios estudados para produgdo da enzima f-galactosidase de K.
marxianus. Considera-se, portanto, que a formulacdo de um meio complexo é importante
para atender as demandas nutricionais do microrganismo, de modo a possibilitar as rotas

metabolicas que conduzem a producéo da enzima.

5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, estudou-se a influéncia de diferentes meios de cultivo no
crescimento da levedura K. marxianus e analisou-se a producgéo de f-galactosidase pela
levedura nos mesmos. No periodo de 10 horas de cultivo houve estabilizacdo da curva
de crescimento, confirmada pelo consumo total das fontes de carbono. Ainda, verificou-
se que no meio de cultivo sintético MSL, a -galactosidase produzida apresentou maior
atividade enzimatica especifica. Ademais, pode-se concluir que o meio sintético MSL
apresentou resultados satisfatorios tanto para o crescimento da levedura quanto para a
producéo da enzima de interesse, sendo assim recomendado para esta aplicacdo. Tem-se
como perspectiva de estudos futuros a realizacdo de cultivos em biorreatores
empregando uma estratégia de cultivo de batelada alimentada sob condic¢des controladas,

utilizando o meio sintético deste trabalho e uma alimentacéo rica em lactose.
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