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RESUMO

A hidrélise enzimatica de lactose por B-galactosidase desempenha importante papel no
processamento de produtos lacteos, sendo uma das aplicagdes a obtengdo de leite lactose-
hidrolisado para consumo por individuos intolerantes & lactose e a prevengao da cristalizagdo
em produtos de laticinio. Este trabalho foi desenvolvido estudando as influéncias das
concentragdes de nutrientes no meio de cultura a base de soro de queijo, com o objetivo de
produzir B-galactosidase por Kluyveronyces marxianus. Soro de queijo desproteinado por
acidificagdo foi utilizado como meio de cultura. As fermentagdes foram conduzidas em
incubador rotativo por 12 horas a 30°C; pH inicial 5,5; sob agitagio de 150 rpm e
concentragio celular inicial de 1x 107 células/mL, variando as concentragdes iniciais de
lactose, extrato de levedura e sais. Durante o processo fermentativo os pardmetros avaliados
foram: consumo de lactose, concentragio celular e a atividade enzimatica. Para extragdo da
enzima, as células obtidas no final de cada fermentago foram separadas por centrifugagio,
ressuspensas em 10 mL de tamp&o fosfato pH 6,5 e distribuidas em erlenmeyers, aos quais foi
adicionado 2% (v/v) de cloroformio. Na determinagio da atividade enzimatica utilizou-se o
método das taxas iniciais da rea¢fo de hidrolise de lactose. Uma atividade enzimatica de 28,0
UGI/mL foi obtida, utilizando como meio de cultura, soro de queijo, numa concentragdo de
lactose de 50 g/L, enriquecido com os sais KoHPOs, (NH1),SO4 € MgSOy, nas concentragdes
5,0; 6,0 e 0,6 g/L, respectivamente e extrato de levedura a 12 g/L. Nestas condigdes a
concentragio celular atingiu 4,8 g/L. de massa seca. O soro de queijo mostrou-se um meio
adequado, tanto para crescimento como para a sintese da enzima e os sais citados foram
indispenséaveis para a sintese da mesma. A adigdo de extrato de levedura ao meio de cultura,
na faixa de concentra¢do estudada, implicou em aumento, tanto do crescimento celular quanto
da atividade enzimatica.

Palavras-chave: -galactosidase, Kluyveronyces marxianus, soro de queijo, produgéo de -
galactosidase



Abstract

The enzymatic hydrolysis of lactose for B-galactosidase plays a important hole in the
processing of milky products as the production of lactose-hydrolyzed milk for consumption
for intolerant persons to lactose and the prevention of the crystallization in dairy products. In
this work was studied the influences of nutrient concentrations in the culture medium based
on cheese whey with the objective of producing B-galactosidase from Kluyveromyces
marxianus. The fermentations were carried out in a shaker by 12 hours at 30°C, initial pH 5,5
under agitation of 150 rpm starting with a initial cellular concentration of 1x 10’ cells/mL,
varying the initial concentrations of lactose, yeast extract and salts. During the fermentative
process the analyzed parameters were: lactose consumption, cellular concentration and the
enzymatic activity. For extraction of the enzyme, the cells obtained in the end of each
fermentation were separate for centrifugation, suspended in 10 mL of phosphate pH 6,5 buffer
and distributed in erlenmeyers, to the which it was added 2% (v/v) of chloroform. For
enzymatic activity determination was used the initial rates method for the reaction of lactose
hydrolysis. An enzymatic activity of 28,0 UGI/mL was obtained, using as culture medium
cheese whey, in a concentration of lactose of 50 g/L, supplemented with the salts K,HPO,,
(NH4),S04 and MgSOs, in the concentrations of 5,0; 6,0 and 0,6 g/L, respectively and yeast
extract of 12 g/L. In these conditions the cellular concentration reached 4,8 g/L of dry mass.
The cheese whey supplemented with salts and yeast extract was an appropriate medium for
cellular growth and enzyme synthesis.

Keywords: [ -galactosidase, Kluyveromyces marxianus, cheese whey, B-galactosidase
production



CAPITULO 1

INTRODUCAO

/Um dos alimentos mais importantes que a humanidade conhece, o leite, é considerado
a primeira fonte de nutrientes para os mamiferos e a maior fonte de calcio absorvivel a
disposi¢do do homem. Por ser um produto acessivel a populagio, apresentar excepcional valor
nutritivo e custo relativamente baixo, programas nutricionais e indQstrias de laticinios em
diversas partes do mundo estimulam o consumo de leite e de seus derivados lacteos, entre
eles, o queijo/

/No decorrer dos anos, estudos referentes aos efeitos nutricionais e fisiologicos do leite
na dieta humana tornaram-se de grande interesse dos profissionais de saude e do publico,
visto que aproximadamente 75% da populagdo mundial apresentam sintomas relacionados a
uma intolerdncia a lactose, segundo o INSTITUTO NACIONAL DE DOENCAS
DIGESTIVAS, RENAIS E DIABETES (EUA) filiado ao INSTITUTO NACIONAL DE
SAUDE AMERICANO/ Estes nimeros variam de 2% (Suécia) chegando a 100% (indios
Americanos) em fungdo de alguns fatores como: raga e regido de procedéncia.

Tal problema decorre da presenga de lactose no leite. Este dissacarideo, popularmente
conhecido como “aglcar do leite”, necessita ser hidrolisado a glicose e galactose para ser
absorvido pelo intestino humano. No aparelho digestivo, o volume de lactose ndo hidrolisada
chega ao intestino grosso onde ¢ fermentada por bactérias, produzindo acido lactico e gases
(gas carbOnico e hidrogénio). A presenga de lactose e destes compostos nas fezes do intestino
grosso aumenta a presséo osmotica e drena a dgua do corpo, causando os seguintes sintomas:
diarréia acida e gasosa, fortes dores abdominais e inchagos (WHITE ez al., 1976).

Esse problema fisiologico, definido como uma sindrome clinica de desconforto
intestinal, é conhecido como Deficiéncia de Lactase do Adulto e ocorre devido aos baixos
niveis (ou auséncia) de atividade desta enzima no aparelho digestivo, conseqiiéncia de uma
deficiéncia congénita da enzima ou uma diminui¢do gradativa desta com o avango da idade
(WHITE ez al., 1976; TEIXEIRA, 2000).

Com a finalidade de atender a dieta de tais pessoas, tem-se como alternativa a hidrolise
da lactose em seus constituintes monossacarideos, glicose e galactose. Este procedimento

permite aumentar a utilizagio do potencial nutritivo deste alimento e seus derivados,
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melhorando suas propriedades fisicas e quimicas como solubilidade e digestibilidade, obtendo
assim, alimentos lacteos com baixos teores de lactose, ideais para esse tipo de consumidor
(MAHONEY, 1997, KARDEL et al., 1995; PIVARNIK et al., 1995).

Nas industrias de laticinios, a hidrolise proporciona outras vantagens como: a
prevengdo da cristalizagdo, melhorando as caracteristicas organolépticas, como cor e sabor,
em produtos lacteos - doce de leite, leite condensado, leite concentrado congelado, misturas
para sorvetes e iogurtes; o aumento na facilidade de corte e cremosidade das misturas para
sorvete; a diminuigfio do tempo de maturagdo dos queijos Manchego e Cheddar e aumento em
cerca de 10% na sua produgdo dos queijos, Cottage e Quark; e a produgio de oligossacarideos
(KARDEL et al., 1995; MAHONEY, 1997). Esta ultima aplicagio ¢ mais recente e estd
relacionada com a atividade de transgalactosilagdo da B-galactosidase. Na década de 50,
pesquisadores observaram que a hidrolise enzimatica da lactose era acompanhada pela
transferéncia de grupos galactosil, para formar outros agtcares denominados oligossacarideos
(GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985; PRENOSIL er al., 1987, ALMEIDA & PASTORE,
2001). Os oligossacarideos, também denominados de ingredientes nutricionais, sdo
responsaveis por melhorar a qualidade dos alimentos, promovendo uma modificagio no sabor
e nas caracteristicas fisico-quimicas destes, além disso, apresentam propriedades benéficas
para a saude do consumidor, prevenindo caries dentarias, estimulando a proliferagio de
Lactobacillus bifidus no intestino, bactéria responsavel pela restauragio da flora intestinal
apos tratamento por antibioticos e inibindo o crescimento de microrganismos entero
patogénicos tais como [Iischerichia coli, Salmonella typhi e Staphylococcus aureus
(ALMEIDA & PASTORE, 2001).

A importéncia industrial da -galactosidase € o fato de que ndo € tradigio a producio
em grande quantidade desta enzima no Brasil, incentivaram a realiza¢do do presente trabalho
que faz parte de uma area em desenvolvimento desde 1996, nos Laboratorios de Engenharia
Bioquimica da Faculdade de Engenharia Quimica da Universidade Federal de Uberlandia
sobre a utilizagdo e produgfo desta enzima.

Com a finalidade de produzir a B-galactosidase, o objetivo geral desse trabalho foi
estudar a influéncia da composi¢io do meio de cultura a base de soro de queijo no
crescimento da levedura Kluyveronmyces marxianus e na produgio da enzima. Para tal, como
objetivos especificos investigou-se & influéncia da suplementagdo dos meios de cultura com

sais ¢ a influéncia das concentragdes de lactose e extrato de levedura nos meios de

fermentagdo, visando a produgdo da enzima.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — ENZIMAS

 Enzimas sdo catalisadores biologicos de natureza protéica, que participam nas reagdes
quimicas que ocorrem em células vivas. O termo enzima é derivado do latim e significa “no
levedo”. Esta denominagio foi utilizada pela primeira vez em 1877, porém, desde a
antiguidade as enzimas sdo utilizadas pelo homem, contudo, eram empregadas artesanalmente
nos processos de produgido de queijo e suas propriedades pouco conhecidas (LEHNINGER;
1995).

As enzimas atuam acelerando uma reagdo termodinamicamente possivel, sem alterar a
constante de equilibrio e a energia livre de reagdo. Uma das diferengas basicas entre enzimas
e catalisadores quimicos sintéticos é a capacidade daquelas em catalisar rea¢des sob
condi¢cdes suaves, em solugdes aquosas, a temperatura e pressdo normais, reduzindo a
possibilidade de alteragdo de compostos sensiveis ao calor, bem como reduzindo as
necessidades energéticas e os efeitos de corrosdo do processo (BAILEY & OLLIS, 1986).

Ao contrario dos catalisadores sintéticos comuns, as enzimas apresentam uma elevada
especificidade em relagdo ao substrato e sua utilizagdo reduz a obten¢do de subprodutos
indesejaveis na reagdo, diminuindo dessa forma, os custos de separagdo dos produtos, bem
como os problemas de tratamento de efluentes. Tanto os catalisadores quimicos, como os
biologicos, perdem gradualmente sua atividade ao participar das reagdes que catalisam. As
enzimas, de um modo geral, sdo mais frageis, porém a temperatura ambiente, sdo mais ativas
que os catalisadores sintéticos (RIBEIRO, 1989; SEGEL, 1993).

Com o rapido crescimento de produtos industrializados e o desenvolvimento
tecnoldgico, novas prioridades estdo sendo estabelecidas para promover o aumento na
qualidade e no tempo de conservagdo dos alimentos. Nos {ltimos anos, o uso comercial de
enzimas tem expandido, de um papel insignificante, para um importante aspecto do
processamento de alimentos.

Neste contexto, a Industria Alimenticia passou a introduzir novas técnicas em sua

linha de fabricacdo, utilizando a catalise biologica, envolvendo enzimas e outros compostos
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que fossem capazes de conferir aos alimentos, algumas propriedades importantes do ponto de
vista comercial, tais como antioxidantes, aromatizantes, e adogantes (REED &
NAGODAWITHANA, 1993; MARIOTTI et al., 2000).

A adicdio de enzimas aos produtos, principalmente nas industrias de alimentos ¢ de
ragdes contribui modificando matérias-primas ou obtendo produtos especificos, destacando-se
os usos em panificagiio, na modificagio de materiais amilaceos, na fabricagdo de sucos de
fruta, na modificagdo de proteinas, na fabricagio de bebidas alcoolicas e de laticinios
(VITOLO, 2001).

Dentre as enzimas empregadas nas industrias de alimentos, destaca-se o uso da enzima
B-galactosidase (lactase) no processamento de leite e de seus derivados lacteos (GEKAS &
LOPEZ-LEIVA, 1985; REED & NAGODAWITHANA, 1993; LADERO et al., 2000).

O tratamento da lactose presente no leite, seus derivados e no soro, pela agio da -
galactosidase, ¢ hoje motivo de estudo para muitos pesquisadores. Esse tratamento torna o
leite adequado para a alimentagdo de individuos intolerantes & lactose. Além disso, as f3-
galactosidases sdo também galacto-transferases, enriquecendo os produtos lacteos com
galactooligossacarideos, constituindo assim, importantes pesquisas na ultima década

(REUTER et al., 1999; ALMEIDA & PASTORE, 2001).

2.2 - LEITE E SORO DE QUELJO
2.2.1- PROPRIEDADES DO LEITE

O leite é produzido pelas glandulas mamarias das fémeas dos mamiferos durante o
periodo de lactagdo, para a alimentagdo de seus filhotes. Por apresentar alto valor nutritivo e
custo relativamente baixo, o leite, freqientemente, € o principal alimento das criangas e
complemento indispensavel na dieta dos adultos, (WALSTRA & JENNESS, 1984
'OLIVEIRA, 1982; SCRIBAN, 1985). Segundo dados coletados pelo LEITE BRASIL, o

consumo de leite no Brasil em 1999 foi de 8,5 bilhdes de litros, incluindo leite longa vida,

pasteurizado, leite em p6 e informal.

O leite é utilizado como matéria-prima para a fabricagdo de um grande numero de |

derivados lacteos, entre eles o queijo, a coalhada, o iogurte e o sorvete (OLIVEIRA, 1982; .

SCRIBAN, 1985).

3
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Na sua complexidade, o leite é caracterizado como um liquido branco opaco, duas
vezes mais viscoso que a agua, de sabor ligeiramente agucarado e de odor pouco acentuado
apresentando pH entre 6,5 a 6,7 (VEISSEYRE, 1972).

Os componentes principais do leite sd0 os que se encontram em maior concentragédo e
distribuidos em diferentes estados de dispersdo, uma solugdo verdadeira representada pelos
sais e lactose, uma emulsdo envolvendo gorduras em solugdo e uma dispersdo coloidal de
proteinas estabilizada por vitaminas, oligossacarideos, enzimas, anticorpos € hormonios
(WALSTRA & JENNESS, 1984; ABLYV, 1997).

De um modo geral, a composi¢do qualitativa basica do leite das varias espécies de
mamiferos € a mesma, seja qual for a origem, porém, a porcentagem de cada um dos
componentes principais varia bastante. Esta variacdo ¢ mais marcante de uma espécie de
animal para outra, mas variagdes em menor escala ocorrem entre ragas, podendo variar ainda
com o estado de saude, com a idade, o tipo e qualidade da alimentagdo (OLIVEIRA, 1982;
BOBBIO & ORSATTI, 1992).

Sob o ponto de vista comercial, o leite produzido pela espécie bovina ¢ o de maior

interesse. A Tabela 2.1 fornece a composigdo média do leite bovino.

Tabela 2.1 - Composi¢do média do leite bovino (BOBBIO & ORSATTI, 1992).

COMPONENTES PORCENTAGEM (%)
77777777 Agua 86
Proteina 3,5 (85% caseina)
Gordura 4.0
Lactose 5,0
Minerais 0,7
Fosfolipideos 0,03
Calcio 0,1

O valor nutritivo de um alimento baseia-se (1) na energia que proporciona, (2) no
contetdo de seus nutrientes essenciais (acidos graxos, aminoacidos, sais minerais e
vitaminas), (3) na digestibilidade de seus nutrientes e (4) na presenga de alergenos perigosos e
toxinas (WALSTRA & JENNESS, 1984).

No caso do leite seus aspectos nutritivos devem-se & sua composigao. Os sais minerais

presentes no leite (calcio, potassio, fosforo, sodio), desempenham muitas fungdes, entre elas,
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o calcio e o fosforo exercem fungdo estrutural nos ossos e dentes, sendo o leite responsavel
por proporcionar grande parte do total de célcio necessario para o ser humano (WALSTRA &
JENNESS, 1984).

As vitaminas s30 compostos orginicos essenciais que os animais necessitam consumir,
ja que estes ndo podem sintetiza-las. O leite contém, em pequenas quantidades, todas as
vitaminas conhecidas (tanto lipossoluveis: vitaminas A, D, E, como as hidrossoluveis:
vitaminas Bi, B2, Bs, Biz, C). O valor nutritivo das proteinas do leite (caseina, o-
lactoalbumina, B-lactoglobulina, imunoglobulina, lisozima), formadas por varias fragdes
protéicas e consideradas proteinas completas como as da carne e do ovo, sdo indispensaveis
para a sintese das proteinas especificas do organismo humano (WALSTRA & JENNESS,
1984; BOBBIO & ORSATTI, 1992; PORTO, 2001).

2.2.2 - SORO DE QUEINIO
2.2.2.1 — Matéria-prima

Queijo é um alimento solido derivado dos seguintes produtos: leite, nata, leite
desnatado (total ou parcialmente), soro de manteiga ou de mistura de qualquer um deles,
obtido a partir da coagulagdo enzimatica (com renina) ou acido latico, seguido da dessora do
coagulo (RIBEIRO, 2001).

O componente mais importante do queijo € a proteina, sendo tecnologicamente
referenciado como um concentrado protéico-gorduroso, embora os teores de gordura e agua
podem variar bastante, dependendo do tipo e do tempo de conservagio do produto
(OLIVEIRA, 1982; PORTO, 2001).

Dos sub-produtos provenientes do processo de produgéio de queijos nas industrias de
laticinios sob a forma de efluente liquido, o soro de queijo € o mais importante. A importancia
deste residuo ¢ devido ao enorme volume, sua composicdo, sua ampla capacidade de
reutilizagdo e, principalmente, pelo enorme poder poluente (PORTO, 2001). /

A cada ano, 145 milhdes de toneladas de soro de queijo e 6 milhdes de tonelada de
lactose sdo produzidas em todo o mundo. Infelizmente, nos dltimos 50 anos, metade da

produ¢do mundial nfo tem utilizado esse subproduto, mas descartando-o diretamente em rios

(BECERRA et al., 2001). Esta situagio gerou ndo s6 um grande problema ambiental como
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também a necessidade de novas estratégias para aproveitar esse sub-produto e gerar energia.

2.2.2.2 — Propriedades do soro

O soro ¢ a parte liquida do leite obtida apos a precipitagdo da caseina para a produgdo
de queijos e outros produtos de leite acidificado. Na produgdo de queijo 75 a 85 % do volume
do leite resulta em soro. Os principais constituintes do soro apresentam uma coOmposi¢ao
global semelhante a do leite, do qual se extraiu caseina e gordura com aproximadamente 94%
de agua, 0,8% de proteina, 0,2 % de matéria gordurosa, 4.8 % de lactose, 0,5 % de cinzas
minerais € outras substancias, incluindo vitaminas (WALSTRA & JENNESS, 1984; PORTO,
2001).

Segundo OLIVEIRA (1982), cerca da metade dos solidos totais presentes no leite
permanece no soro, no qual a quantidade de extrato seco representa em média 7% do peso
total. Os componentes hidrossoltuveis do leite, tais como lactose, alguns sais, vitaminas e as
proteinas que ndo coagulam com a caseina, as albuminas e as globulinas, ficam dissolvidos no
soro. Este extrato é bastante rico e sua composi¢do média em peso € apresentada na Tabela

2.2,

Tabela 2.2 — Principais componentes do extrato seco do soro de queijo /n natura (VILANI

2000 = 0 R
Componentes Composicao
~ Lactose |  70a80%
Compostos nitrogenados 10a14%
Sais minerais 1,5 a4,0%

Lipideos 0,05 a 0,6%

A composigdo do soro varia com a natureza do leite utilizado, com as perdas dos seus
constituintes ocorridas durante a fabricagdo do queijo, o tipo de queijo a ser produzido, o
tratamento térmico utilizado e os processamentos utilizados (VILANI, 2001).

Basicamente, ha dois tipos de soro lacteo:

Soro doce — proveniente da coagulagdo enzimatica do leite em pH proximo de 6,7, sendo

obtido nos processos de fabricagdo de quetjos tipo Cheddar, Minas frescal, Minas
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padriio, Mussarela, Prato e Sui¢co. Sua acidez titulavel em acido latico € de 0,15 a
0,18%, correspondente a um pH de 6,3 a 6,7 (PONSANO et al., 1992).

Sore icido - resultante da produgdo de caseina ou de queijos com leites coagulados
inicialmente por 4cido, tal como a do tipo cottage, quark, requeijdo e da ricota.
Esse tipo de soro apresenta uma acidez titulavel de 0,5 a 0,6% em acido latico e
apresenta pH de 4,6 a 4,7 (PONSANO et al., 1992).

A principal diferenca nas composi¢des dos soros acido e doce refere-se ao teor de
acido latico, sendo o teor de gordura levemente superior no soro doce.

O soro lacteo tem sido utilizado para varios fins, em fungdo principalmente do seu alto
valor nutritivo ¢ também devido as exigéncias ambientais recentes com relagio ao descarte de
efluentes liquidos em corpos receptores.

Até pouco tempo atras, o soro era considerado, no Brasil, um problema ambiental por
ser altamente poluente devido a alta taxa de matéria orgénica. Além da quantidade de lactose
presente de aproximadamente 68,7% dos solidos totais, ou 4,8% no soro liquido, era mais um
problema do que um produto, pois era descartado, trazendo complicagdes para o meio
ambiente devido sua alta DBO (Demanda Bioquimica de Oxigénio), ou destinado apenas &
alimentacio de animais, em geral, suinos (VILANI, 2001).

Uma forma de aproveitamento do soro de queijo apds a remogdo da gordura e caseina
é como matéria-prima para a producdo de lactoalbumina, lactose, fosfatos do leite, mistura de
esterois, gordura-soluvel, vitamina K e vitaminas soluveis em agua. Além dessas alternativas
tem-se a utilizagdo desse subproduto com alto teor de proteinas e vitaminas no processamento
do leite para a fabricagdo de certos derivados. Produtos tais como soro em po, proteina do
soro, queijo ricota, lactose, acido lactico, alcool, vinagre e embutidos (hambirgueres,
salsichas, bolos de carne) enriquecidos com concentrados protéicos, bebidas lcteas e na
alimentago animal (PORTO, 2001).

A lactose purificada obtida do soro de queijo € utilizada em diversas industrias como a
farmacéutica a fim de fornecer compressibilidade, lubrificagio e firmeza na confecgdo de
comprimidos, no revestimento de pilulas € em cosméticos; na industria quimica, para a
produgio de acidos latico e citrico, corantes € espumas de poliuretano; na inddstria de
alimentos, a lactose por ser menos doce que Os outros aglicares comerciais, confere aos
alimentos maior viscosidade e textura sem obter um produto tdo doce; em produtos de
confeitaria e biscoitos é usada em recheios, como carregador de flavorizantes e corantes; em

produtos de panificagdo a adigio de lactose & massa aumenta a cor dourada da crosta do pdo
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(frequientemente uma caracteristica desejavel) (WONG et al., 1988; PORTO, 2001). Além
disso, por ndo ser fermentada pela levedura Saccharomyces sp. ao ser adicionada na produgio
de cerveja, € responsavel por acentuar o sabor e contribuir com a viscosidade dos produtos
(PORTO, 2001).

Outra utilizagdo da lactose obtida do soro é como fonte de carbono para alguns
microrganismos, tais como: [scherichia coli, Saccharomyces thermophilus, Lactobacillus
bulgaricus, Kluyveromyces fragilis, Kluyveromyces marxianus e outros, para a produgio de
produtos metabolicos, como acidos, élcool, enzimas e oligossacarideos (BARBOSA et dl.,
1985; BARALLE, 1985; NUNES et al, 1993; GRUBB & MAWSON, 1993; SILVA &
CASTRO-GOMEZ, 1995; PONSANO & CASTRO-GOMES, 1995; CARVALHAL ef al.,
1996; RECH, 1998; BELEM & LEE, 1999; FODA & LOPEZ-LEIVA, 2000; FURLAN ef al.,
2001; ABAD et al., 2001; VASILIEVIC & JELEN, 2001).

2.3 - LACTOSE
2.3.1 — OCORRENCIA

A lactose € o carboidrato mais importante do leite e conhecida popularmente como
“acucar do leite”. Praticamente, o leite e o soro de queijo sdo as fontes exclusivas de lactose.
No leite é encontrada nas propor¢des (em termos de solidos totais) de 40%, 50% no leite
desnatado e 75% no soro de leite. Além das altas concentracdes de lactose no leite e nas
glandulas mamarias, baixas concentrages aparecem no sangue e na urina, especialmente
durante a gravidez e amamentagdo (SPREER, 1975, GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985;
HOLSINGER, 1988; PORTO, 2001).

A lactose confere ao leite um sabor ligeiramente doce e constitui fonte de carbono de
microrganismos, sobretudo leveduras que crescem no leite, visando a produgiio de biomassa,
etanol, acidos orginicos, enzimas e extrato de levedura (WALSTRA & JENNESS, 1984).

2.3.2 = PROPRIEDADES QUIMICAS DA LACTOSE

Quimicamente, a lactose ¢ um dissacarideo redutor constituida por um radical D-
glicose € outro D-galactose, unidos por uma ligagdo glicosidica -1 » 4. Pelo fato de ambas

as moléculas que compdem a lactose se apresentarem na forma de anel piranosidico, esta deve
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ser denominada propriamente de 4-0-B-D-galactopiranosil-D-glucopiranose (WALSTRA &
JENNESS, 1984; HOLSINGER, 1988). Sua estrutura molecular é apresentada na Figura 2.1.

GH,OH
o)
H
OH  H
OH
H OH

Figura 2.1 — Estrutura molecular basica de uma molécula de lactose.

As reagdes quimicas da lactose implicam na ligagfio hemicetal dos carbonos 1 e 5 da
molécula de glicose, da ligagio glicosidica B- 1 - 4, dos aglcares ciclicos e da ligagdo -C-C-
dos anéis.

A estrutura hemicetal se apresenta na forma de um equilibrio entre os andémeros o € 3
que diferem na configuragio de —OH e ~H de C-1. Estes andmeros diferem em rotagdo otica
especifica e em solubilidade (WALSTRA & JENNESS, 1984; HOLSINGER, 1988).

As duas formas anoméricas oo € 3 da lactose sdo responsaveis pelas diferentes
propriedades fisicas deste agiicar como solubilidade e dogura. A forma o ¢ a mais estavel dos
tipos cristalinos em temperaturas ordinarias. Em solugdes supersaturadas, abaixo de 93,5°C,
ela cristaliza na forma  anidra. Quando uma solu¢do de lactose ou produtos derivados do
leite, contendo altos teores de lactose, sdo secos rapidamente, a lactose ocorre como um cristal
amorfo higroscopico. Os cristais hidratados de lactose sdo duros e ddo a impressio de
natureza arenosa (WALSTRA & JENNESS, 1984; HOLSINGER, 1988).

Em comparagdo com outros aglcares, como sacarose, glicose e frutose, a solubilidade
da lactose & baixa. Outras caracteristicas como a baixa digestibilidade e reduzido poder
edulcorante limitam a aplicagdo comercial da lactose (MAHONEY, 1997; HOLSINGER,
1997).

Na Tabela 2.3 é apresentado o poder edulcorante de alguns agucares, entre eles a

lactose, € sua solubilidade com o aumento da temperatura.
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Tabela 2.3 -Poder adogante relativo e solubilidade de alguns dissacarideos e monossacarideos
(ZADOW, 1984).

Poder edulcorante Solubilidade (%)
= = g n xS
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70

D-frutose 173 - 82 87

Com o objetivo de ampliar a utilizagdo de produtos lacteos, uma das alternativas é
hidrolisar enzimaticamente a lactose em seus monossacarideos constituintes, glicose e
galactose. Esta conversio por meio da enzima B-galactosidase € interessante tanto do ponto de
vista tecnologico com a finalidade de produzir um ag¢ucar mais doce, mais facilmente
fermentavel e mais soluvel, diminuindo os efeitos causados pela cristalizagio da lactose e
aumentando o periodo de estocagem, como do ponto de vista nutricional, possibilitando a
obtengdo de leite com baixo teor de lactose, tornando-o mais digestivel para pessoas com
problemas relacionados a intolerdncia a lactose (MAHONEY, 1997).

A intolerdancia a lactose é definida como sindrome clinica de desconforto intestinal,
que ocasiona ao paciente diarréia e flatuléncia, apos a ingestdo de lactose. Testes efetuados
para esta sindrome consiste em fornecer 0,2 g de lactose por kg de massa corporal ao
paciente, ministrada em solugdo aquosa de 20% p/v e durante as horas seguintes, amostras de
sangue indicam 0$ niveis de glicose. Nas pessoas tolerantes a lactose, a concentragdo de
glicose no sangue aumenta, e se for intolerante essa concentragdo aumenta pouco ou nao

aumenta (TEIXEIRA, 2000; UNIFESP, 2002).

2.3.3 — HIDROLISE DA LACTOSE

A lactose pode ser hidrolisada tanto pelo método acido ou catalitico, como pelo
método enzimatico, utilizando a enzima [-galactosidase (_GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985;
MAHONEY, 1997, LADERO & GARCIA-OCHA, 2000).
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A principal vantagem da hidrélise 4cida é o baixo custo por envolver solugdes diluidas
de 4cidos fortes como acido sulfiirico e cloridrico, contudo opera em condigdes severas de pH
e temperatura (pH = 1-2, T = 100 a 150°C). Devido essa caracteristica, a hidrolise acida tem
sua aplicagio comercial na industria alimenticia restrita, pois o uso de catalisadores acidos
acarreta alteracdes no sabor e cor dos alimentos, devido as reagbes paralelas de
escurecimento, producio de sub-produtos indesejaveis e desnaturagio de proteinas
(COUGHLIN & NICKERSON, 1975; MAHONEY, 1997).

O método enzimatico de hidrélise de lactose emprega a enzima B-galactosidase, a qual
hidrolisa o referido dissacarideo nos seus monossacarideos constituintes, B-D-galactose ¢ -
D-glicose (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985).

Realizada sob condigtes operacionais consideravelmente mais brandas (pH = 3,5 -
8,0, T =5 a 60°C), reduz niio s a possibilidade de alteragdo de compostos sensiveis ao calor,
bem como as necessidades energéticas, 0s efeitos de corrosdo do processo sobre
equipamentos e a formagdo de subprodutos indesejaveis (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985;
BAILEY & OLLIS, 1986).

A aplicagio industrial das enzimas deve-se ao fato destas apresentarem alta
especificidade entre enzima e substrato e possibilitar o controle de atividade da enzima
mediante ajuste das condi¢des da reagdo (temperatura e pH) interrompendo a reagdo quando
necessario (SEGEL, 1993).

As enzimas sdo empregadas na forma soluvel, normalmente em processos batelada ou
na forma imobilizada, mais indicada em operagdes continuas.

Os métodos convencionais de fermentagio que utilizam células livres em processos
batelada possuem limitagGes, como baixa produtividade, inibigdo pelo produto e variagio do
produto proveniente de diferentes bateladas (COONEY, 1983).

A vantagem de imobilizacio da enzima é aumentar sua estabilidade ja que a maioria ¢
relativamente instével, seu custo ¢ alto e a recuperagio na forma ativa da enzima solivel no
processo final é dificil (VASILJEVIC & JELEN, 2001; ZHOU & CHEN, 2001).

Enzimas imobilizadas sdo definidas como enzimas fisicamente confinadas ou
localizadas em certa regiio definida do espago, com retengio de sua atividade catalitica e as
mesmas podém ser usadas repetidas e continuamente, tornando as moléculas de enzimas
insolliveis no meio aquoso. O uso de enzimas imobilizadas minimiza os inconvenientes
encontrados nos processos onde se utiliza a enzima solGvel. Finalmente, uma enzima

imobilizada pode ser fixada em posigdo proxima a outras enzimas, participando de uma
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seqiiéncia catalitica, aumentando, assim, a conversdo em processos multietapas. Essas
caracteristicas de imobilizagio sdo atrativas se uma grande quantidade de substrato ¢
requerida e se as enzimas envolvidas s3o muito onerosas (RIBEIRO, 1989; TREVISAN et al.,
1996; REED & NAGODAWITHANA, 1993).

Torna-se evidente a grande importancia nutricional e comercial da hidrolise da lactose
no leite e de seus derivados, sendo a hidrélise enzimatica, um dos métodos mais interessantes
para esta finalidade (TEIXEIRA, 2000).

No caso de hidrolise do leite, utiliza-se a enzima lactase na forma imobilizada. Para
isto, alguns procedimentos devem ser estudados: interagio idnica, ligagdo covalente e oclusio
em géis hidrofilicos tais como Sephadex, DEAE celulose, AE celulose e policrilamida, bem
como materiais hidrofébicos como nylon, resinas fenoliticas, silica porosa e vidro poroso
(TOMAS, 1998).

2.4 - B-GALACTOSIDASE
2.4.1- PROPRIEDADES

A enzima [3-galactosidase (E.C.3.2.1.23) é classificada como uma hidrolase, com
capacidade de transferase para grupos galactosil, catalisando o residuo terminal pB-
galactopiranosil da lactose (Galfl — 4Glc) para formar glicose e galactose (BLANCH &
CLARK, 1997: HOLSINGER, 1997).

Popularmente conhecida como lactase ou formalmente como B-D-galactosideo-
galactohidrolase, ¢ uma das enzimas mais estudadas e relatadas na literatura (GEKAS &
LOPEZ-LEIVA, 1985; HOLSINGER, 1997, MAHONEY, 1997).

Com poucas excegdes, as P-galactosidases séo sintetizadas intracelularmente por
microrganismos que utilizam o aglicar para produzir energia (BECERRA et al., 2001).

Atuam também como catalisador biologico da reagdo que hidrolisa ligagdes [-
galactosil em glicoproteinas, polissacarideos, dissacarideos, e compostos tais como orto e
para-nitrofenil-B-D-galactosideos, sendo esses dois ultimos usados para determinar a
atividade de B-galactosidase (BLANCH & CLARK, 1997).

Segundo PRESONIL ef al. (1987), o mecanismo de hidrolise da lactose foi descrito
pela primeira vez em 1960 por WALLENFELS e MALHOTRA utilizando lactase produzida
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por Lscherichia coli. O mecanismo da reagdo proposto pelos autores € apresentado na Figura

2.2.

GAL-OR ROH

y o 3\
E+LAC <<——— E-GAL-GLC E-GAL'

GLC

H>O

Figura 2.2: Mecanismo de reagdo proposto para a agdo da B-galactosidase na lactose. E:
enzima; LAC, lactose; GAL, galactose; GAL", estado de transigdo; GLC, glicose;
ROH, agucar receptor; GAL-OR, agicar galactosil (oligossacarideo)
(MAHONEY, 1998). '

2.4.2 - FONTES DE B-GALACTOSIDASES

Essa enzima pode ser encontrada na natureza, distribuida entre vegetais,
particularmente em améndoas, péssego, damasco, magd, bagas de café, e outros produtos de
origem vegetal, em orgdos de animais como intestino, cérebro, testiculos, placenta e também
é produzida por grande quantidade de microrganismos como fungos filamentosos, bactérias e
leveduras (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985; HOLSINGER, 1997; ALMEIDA & PASTORE,

2001).
As possiveis fontes de lactases microbianas mais conhecidas, segundo GEKAS &,.

LOPEZ-LEIVA, 1985, sdo:

&*,

Leveduras: Saccharomyces sp., Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Candida

pseudotropicalis, Brettanontyces anomalis € Wingea roberstsii.
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Fungos: Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenus,
Mucor pocillus, Mucor miehei, Scopuloriopsis, Alternaria palmi, Curvalaria

anaegualis, Fusarium moniliforme e Alternaria alternara.

Bactérias: Escherichia coli, Bacillus megaterium, Thermus aquaticus, Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus helveticus, Bacillus sp. e

Lactobacillus sporogenes.

Em 1990, Castillo identificou a levedura Kiuyveromyces lactis como a principal fonte
de lactase para a hidrolise enzimatica da lactose presente no soro de queijo (BECERRA et al.,
2001).

As preparagdes comerciais de lactases de origem microbiana sdo a fonte mais aceitavel
para producio e aplicagio industrial. Produzidas por fermentagdo, tiveram expansdo
significativa, pois permitiram facilidade de obtengdo, flexibilidade e controle das condigdes
dos processos de produgdo (concentragdo de nutrientes, pH, temperatura, concentragdo de
oxigénio e de células), além de baixo custo, curto ciclo reprodutivo e manipulagdo genética,
favorecendo obtengdo de enzimas com maior especificidade (ALMEIDA & PASTORE, 2001;
CASTRO BRAVO et al., 2000).

As lactases apresentam diferengas marcantes em varias de suas propriedades, tanto
quimicas como cinéticas como resultado das diferentes fontes. Como exemplo das diferencas
das enzimas de diferentes microrganismos, pode-se citar as lactases produzidas pela bactéria
Lscheria coli, cujo peso molecular varia entre 520.000 a 850.000 Daltons, quando comparado
aos 201.000 e 90.000 Daltons da Kluyveromyces marxianus e Aspergillus oryzae,
respectivamente (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985).

Na Tabela 2.4 sdo apresentadas algumas propriedades de lactases microbianas, como

pH otimo, pH de estabilidade, necessidade de cofatores e faixa 6tima de temperatura para

acdo da enzima.
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Tabela 2 4 - Propriedades lactases microbianas (SEGEL, 1993).

Fonte pH pH Cofatores Temp. Referéncia
6timo  estabilid. necessarios dtima
°0O)
Aspergillus niger 3,040 2580 - 55-60 WIDMER (1979)
Aspergillus oryzae 5,0 3,5-8,0 - 50-55 PARK (1979)
Kluyveromyces fragilis 6,6 6,5-7,5 Mn?'  K' 37 MAHONEY (1978)
Kluyveromyces lactis 6,9-7.3 7,0-7,5 Mn®' Na' 35 DICKSON (1979)
Lscherichia coli 7,2 6,0-8,0 Na', K' 40 WALLENFELS
(1960)
Lactobacillus 6,2 . . 55 SINGH (1979)
thermophilus

Leuconostoc citrovorum 6,5 - - 60 SINGH (1979)

Em geral, preparagdes comerciais de lactases de origem fungicas, especialmente
Aspergillus niger e Aspergillus oryzae, sdo de grande importancia quando as condigdes de
operagdo estdo numa faixa de pH acido (2,5 - 4,5), sendo apropriadas para a hidrolise de soro
acido.

As  B-galactosidases  provenientes de leveduras, Kluyveromyces fragilis,
Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, s3o intracelulares, induzidas por lactose e
galactose e produzidas na sua maioria por fermenta¢do em cultura submersa. Com o pH otimo
concentrado na regido neutra, elas sdo bem adaptadas para hidrolise da lactose do leite.
Entretanto, ambas as enzimas s3o fortemente inibidas pela alta concentragio de calcio no leite
e pequenas concentragdes de sodio. Sdo também inibidas pela galactose (competitivamente) e
glicose (ndo-competitiva) (REED & NAGODAWITHANA, 1993; NUNES ez al., 1993;
LADERO et al., 2000).

As enzimas de leveduras podem ser obtidas em grandes quantidades através da
fermentagdo do soro de queijo e sdo relativamente baratas e apresentam temperatura otima de
atividade na faixa de 30 a 40°C, sendo uma desvantagem, pois, facilita a contaminagdo

microbiana, sendo aconselhavel, assim, um periodo curto de hidrolise, de 2 a 3 horas

(MAHONEY, 1997).
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Enquanto as preparagdes enzimaticas de Aspergillus niger, Aspergillus oryzae e
Kluyveromyces sp. sio usadas em processos alimenticios e, portanto, consideradas como
organismo GRAS (GENERALLY RECONIZED AS SAFE) pelo FDA (FOOD AND DRUG
ADMINISTRATION) dos EUA, a lactase bacteriana produzida de Escherichia coli, embora,
bastante pesquisada, apresenta problemas de toxidade com extratos brutos de coliformes, ndo
sendo utilizada na industria alimenticia (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985; COENEN e/ al.,
2000).

Na Tabela 2.5 sdo apresentados as principais f3--galactosidases (lactases) encontradas
no mercado, seus nomes comerciais, a fonte de extragdo, o pH e temperatura 6tima para sua

utilizag¢do e a atividade enzimatica de cada enzima.

Lactase fonte substrato pH Temp. Unidades de
(nomes comerciais) o6timo atividade*
Enzeco fungal lactase  A. orzae lactose 4,5-50 55 100.000
FCCl/g
Enzeco immobilized A4. orzae - 4,5-50 50 2.000 ILU/g
lactase
Yeast lactase L 50.000 K. lactis Lactose 6,0 45 50.000 ONPG
units/g
Funga lactase L 100.000 A. orzae Lactose 4,5-5,0 50-55  100.000
FCClg
Lactozyme 3000 L K. marxianus Lactose 6,5 37 3.000 LAU/ml
Lactase F A. orzae Lactose 4.5 55 14.000 FCC/g
Neutral lactase K. lactis Lactose 6,0 45 8.000 ONPG
units/g
Biolactase A. orzae - 4,5-5,0 55-60  30.000 FCC/g
Maxilact L2000 K.. lactis Soroempd 6,3-6,7 35-40 2.000 NLU/g
Maxilact LX5000 K.. lactis Soroempd 6,3-6,7 35-40 5.000 NLU/g
Neutral lactase K.. lactis - 6,5 37 3.100 ONPG
units/g

* FCC, Federal Chemistry Codex Lactase Untis, ILU, Internacioanl Lactase Units; NLU,
Neutral Lactase Units; LAU, Lactase Activity Units
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2.43 — CARACTERISTICAS DOS MICRORGANISMOS PRODUTORES DE B-
GALACTOSIDASE

Muitos microrganismos sintetizam a B-galactosidase, entre as leveduras as principais
produtoras pertencem a familia Saccharomycetaceae, mais especificamente aos géneros
Kluyveromyces e Saccharomyces. Estes microrganismos tém como caracteristica a reprodugio
por gemulagdo, com tempo de gera¢do ou duplicagio entre 90 a 120 minutos, desde que em
condi¢des otimas do meio, temperatura no intervalo de 20 a 30°C e pH na faixa acida
(PELCZAR, 1981).

As caracteristicas da levedura Kluyveromyces marxianus sio de grande interesse nos
processos industriais por apresentar propriedades fisiologicas para a producio de enzimas.
Entre estas propriedades estd a caracteristica Lac mutante que promove o gen que regula a
levedura para produzir lactase na presenca de lactose, outras propriedades da levedura em
questdo sdo: a alta velocidade de crescimento (pmix =0,89 h™), permitindo sobrepujar
microrganismos contaminantes e assim diminuindo os riscos de contaminagfio, e o efeito
cabiree negativo, neste caso a levedura ndo sofre o processo de repressio catabolica do
metabolismo oxidativo devido a concentragdo de aglicares quando esta cresce sob condi¢Ses
de aeragdo (RECH, 1998). A levedura K. marxianus é utilizada como microrganismo para a
produgdo além da lactase e etanol, utilizando como meio de fermentagdo soro de queijo
(MAHONEY ez al., 1974, BALES & CASTILLO, 1979; GRUBB & MAWSON, 1993;
RECH, 1998; BELEM & LEE, 1999; FURLAN ef al, 2001; ABAD et al, 2001), como
também, para a producdo de enzimas pécticas (poligalacturonase) utilizadas no processamento
de suco de frutas e vinhos (extragdo, clarificagdo e filtragdo do suco), extracio de o6leo
vegetal, fermentagdo do café, cacau e do fumo e tratamento de fibras téxteis, utilizando como
meio de cultura caldo de cana de aglcar ou glicose (CASTRO BRAVO ef al., 2000;
GARCIA-GARIBAY et al., 1999).

2.4.4 - CONDICOES PARA A PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE

Ao longo dos anos, com o objetivo de produzir B-galactosidases com alta atividade,
pesquisas tém sido desenvolvidas, selecionando espécies altamente produtoras e meios de

cultura favoraveis para o crescimento do microrganismo. Tendo em vista este principio,
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alguns microrganismos foram selecionados, entre eles estdo: Escherichia coli, Saccharoniyces
sp., Kluyveromyces sp. e Aspergillus sp..

Além da influéncia do microrganismo e do meio de cultura, as condi¢des operacionais
também fazem parte deste estudo sobre a produgio de B-galactosidase, englobando, o tipo e a
concentragio da fonte de carbono, o pH, a temperatura ¢ a taxa de aeragdo, utilizados durante
0 Processo.

Desta forma, em 1985 BARBOSA et al. trabalharam com Kluyveromyces fragilis 145
permeabilizadas com etanol ou acetona obtendo atividade de 42,0 UGl/mL e argumentaram
que a adicdo de sulfato de aménio (0,3%) e extrato de levedura (0,1%) em soro de queijo
(100,0 g/L de lactose inicial) desproteinado por acidificagio, aumentou a massa celular e a
produ¢do da enzima para a cepa. A desproteiniza¢io do soro fez-se necessaria devido as
dificuldades na obtengio de células de leveduras em soro de queijo, em razio da precipitagio
de proteinas com as células de leveduras. Outra observagiio dos pesquisadores neste estudo,
refere-se a espécie Kluyveromyces fragilis 276, a alta concentragdo celular no final da fase
exponencial (3,2x10°cel/mL) inibiu a atividade enzimatica.

NUNES et al. (1993), visando a sintese de B-galactosidase, realizaram fermentacdes
em fermentador de bancada, utilizando como meio de cultura soro de queijo desproteinado
por acidificacdo e a levedura Kluyveroniyces marxianus NRRL Y-2415. O pH inicial da
fermentagdo foi de 5,5, a temperatura foi mantida em 30°C e aeragdo de 0,5 VVM. Neste
estudo, verificou-se que o permeado de soro de queijo dispensava a sua suplementacio com
nutrientes, mas a adi¢io de sulfato de amonio e fosfato bidcido de potassio aumentava o
rendimento celular e a produgio de B-galactosidase. No meio com concentragiio inicial de
lactose igual a 150,0 g/L, suplementado com os sais (NH4),SO4 € KH,POs, apos 28 horas de
fermentagio, houve consumo de 94,5 % do substrato inicial, a concentragdo celular atingiu
5,65 g/L e a atividade enzimética foi de 34,2 UGI/mL.

De acordo com os estudos feitos por GRUBB & MAWSON (1993) nas fermentagdes
contendo 50 e 100 g/L de lactose inicial era completo o consumo do aglicar, contudo nas
fermentacdes acima de 120 g/L ocorria uma diminui¢do na concentragio celular e a 200 g/L
apenas 60% da lactose inicial foi consumida.

CASTRO-GOMEZ et al. (1995) pesquisaram a levedura Kluyveromyces fragilis 71-78
com o objetivo de produzir etanol, num estudo visando obter as melhores condigdes
operacionais para obter tal produto. A partir de cepas da levedura, em meio a base de soro de

queijo ndo desproteinado a 150,0 g/L, e suplementado com 5,0 g/L de KH,PO4e 5,0 g/L de
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(NH4),SO, durante 17 horas a 34°C, pH inicial de 5,3 e agitagdo de 300 rpm, observaram que
a alta concentra¢io de substrato no meio e as condigdes operacionais eram propicias para a
obteng¢do de alcool. Além disso, verificou-se que, ao longo do processo, o pH sofreu uma
queda de 5,3 para 4,5, que a maior utilizagio da lactose ocorreu apds 7 horas de fermentagdo e
que com 3 horas o consumo de lactose foi em torno de 20% do total, a presenga significativa
de etanol ocorreu entre 3 e 7 horas de fermentacio (24,5 mg/mL) ¢ o numero de células de
leveduras no meio foi crescente, iniciaram as fermentagdes com 5x107 células/g, que
atingiram 1,17x10° células/g apds 17 horas.

RECH (1998), apresentou em seu estudo curvas referentes ao maior crescimento das
cepas de Kluyveronmyces marxianus CBS 712 E CBS6556 que ocorreu em fermentago
realizada em fermentador com meio a base de soro de queijo (50,0 g/L) suplementado com
extrato de levedura (1%), atingindo uma concentragio celular de 9,0 g/L e atividade
enzimatica de lactase de 40,0 UGlY/mL. Na fermentagio também conduzida em fermentador,
com meio a base de soro de queijo, mas sem a suplementagio com extrato de levedura a
concentracdo celular foi de 7,0 g/L e a atividade enzimatica 30,0 UGl/mL.

FURLAN et al. (2001) estudaram a influéncia do pH, temperatura e proporgio de
indculo para da produgio de B-galactosidase por Kluyveromyces marxianus CDB 002
utilizando como meio de cultura caldo de cana de agicar em um meio com lactose. A
temperatura 6tima foi avaliada em uma faixa entre 28 a 37°C, ap6s 45 horas de fermentagio
concluiram que, a melhor temperatura para crescimento celular e atividade e sintese
enzimatica (21,8 UGIl/mL) foi a 30°C e o aumento da temperatura além de 30°C implicou em
diminuicio da atividade enzimatica. Os resultados obtidos desta andlise estavam coerentes
com os de trabalhos cuja fonte de carbono era soro de queijo. Analisando a influéncia do pH,
nos meios com pH fixado em 5,5 ou 6,5 a atividade enzimatica encontrada era 31,3 UGl/mL e
23,3 UGlmL, respectivamente. Ndo houve diferencas significantes entre a proporgdo do
indculo a 1 ou 10% (v/v), assim 1% ¢é preferivel por ser mais barato.

ABAD et al. (2001) avaliaram um meio para maior produgio da enzima por
Kluyveromyces marxianus NRRL Y-1109, composto de 50,0 g/L. de lactose, 7,0 g/L de
(NH4),S04; 5,0 g/L de extrato de levedura; 4,5 g/ de KH,PO4 ¢ 0,5 g/L de Mg,SO,,
definindo como condicbes Otimas, temperatura de 30°C, pH 5,5 e agitagdo de 150 rpm,
obtendo atividade enzimatica de 32,0 UGl/mL.

Na produgdo da enzima em incubador rotativo utilizando Kluyveromyces marxianus

em meio a base de soro de queijo (50 g/L lactose inicial), sem controle de pH, com pH inicial

de 5,5, e temperatura a 30°C.
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RECH (1998) obteve uma concentragdo celular de 3,0 g/L, ao adicionar extrato de
levedura (1%) no meio, esta concentragdo foi para 7,0 g/L, em 10 horas de fermentagdo.

LIMA (2002) obteve atividade enzimatica de 13,0 UGl/mL e concentragdo celular de
3,0 g/L, em 12 horas de fermentagdo, em meio & base de soro de queijo puro € sem

desproteinizagao.

2.4.5 - RECUPERACAO DA ENZIMA DOS MEIOS FERMENTADOS

A enzima [3-galactosidase obtida por leveduras, € produzida intracelularmente, por isso
ha a necessidade do rompimento celular ou a permeabilizagio da membrana da célula sem
causar desnaturac¢io da enzima, tratamento este conhecido como autolise celular.

O método mais comum de autolise celular para B-galactosidase de leveduras é o
tratamento de uma suspensdio de células com agentes quimicos capazes de desorganizar a
membrana plasmatica, como solventes orgdnicos, surfactantes, polications, proteinas basicas,

ou solugdes com alto poder idnico (FLORES et al., 1994),

O uso de solventes orginicos como etanol, cloroformio e tolueno, leva em
consideragdo a eficicia e o custo do processo. Entretanto, até agora, poucas pesquisas foram
feitas referentes aos fatores afetados por estes solventes na levedura (FLORES et al., 1994).

FLORES et al. (1994), estudaram a permeabilizagdo de células de Kluyveromyces
lactis (CBS 683) em relagio & atividade de B-galactosidase usando cloroformio, tolueno e
etanol. O desempenho destes solventes dependeu do tempo de incubagdo, da temperatura de
incubacdo e a concentracdo de células e solventes. A maxima atividade enzimatica encontrada
foi com cloroférmio ou uma mistura de cloroférmio com 10% de etanol. Partindo de uma
concentragdo celular de 10° células/g, numa temperatura de 37°C o processo foi mais rapido.

NUNES et al. (1993), estudaram a extra¢o da B-galactosidase das células de levedura
por autolise das mesmas, utilizando cloroférmio e tolueno. A extragdo por cloroférmio foi
mais rapida do que por tolueno quando se utiliza tempo inferior a 20 horas de autolise. Com
cloroférmio foram necessarias cerca de 12 a 14 horas para obter atividade de 2,14 pmol
ONPG/mL de autolisado.min, que corresponde a 82,6% da atividade obtida em 32 horas de
autolise (2,59 umolONPG/mL de autolisado.min), enquanto que utilizando tolueno, em 13
horas de autélise, obteve-se atividade de 1,69 pmol ONPG/mL de autolisado.min, 66,5% da
atividade obtida em 32 horas (2,54 umol ONPG/mL de autolisado.min).
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MATERIAIS E METODOS

3.1 - MATERIAIS

3.1.1 - MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado para obtengdo de P-galactosidase foi Kluyveromyces
marxianus ATCC 46537, proveniente da Cole¢do de Culturas Tropicais da “Fundaf;ﬁo André
Tosello” de Campinas (SP), na forma liofilizada, conservada em frasco lacrado, protegido por

embalagem de isopor.

3.1.2 - MEIO DE CULTURA PARA A MANUTENCAO DAS CEPAS

As cepas foram mantidas a 4°C, em tubos de ensaio inclinado, contendo meio de
cultura composto por agar sabouraud 65,0 g/L, recomendag@o indicada pelo fornecedor das

cepas - “Fundagio André Tosello”.

3.1.3 - SORO DE QUENO

O soro de leite em po desnatado foi fornecido pela Fabrica de Produtos Alimenticios
Vigor S/A, localizada na cidade de Sdo Gongalo do Sapucai (MG), contendo a seguinte
composi¢io quimica aproximadamente: minimo 72% de lactose, minimo de 11% de proteina

total, minimo de 8% de sais minerais.

Assim que chegou, o soro foi separado em pequenas quantidades e armazenado em

sacos plasticos e mantidos fechados.
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3.1.4 - SOLUCOES TAMPAO
3.1.4.1 — Tampio fosfato

Para a lavagem das células, utilizou-se tampdo fosfato (0,1 M) - pH 6,6, preparado a
partir das solugdes estoque de fosfato de potassio monobasico e fosfato de potassio dibasico.
3.1.4.2 — Tampdo latico

Para analise da atividade enzimatica, utilizou-se tampio latico recomendado pela
NOVO NORDISK (1993), sendo constituida de dgua destilada, diversos sais e 0,01% de azida
sodica como preservativo. As concentragdes dos sais utilizados na preparagio da solugio

encontram-se descritos na Tabela 3.1

Tabela 3.1 — Concentragdes dos sais no tampdo latico (NOVO NORDISK, 1993).

COMPONENTES CONCENTRACAO (g/L)
CsHsNazOr. 2 FhO 0,795
CsHz07 . H,0 1,663
K280, 0,180
K;HPO, 0,520
KH,PO, 1,470
KOH 1,090
MgCl, . 6 H,0 0,830
CaCl, 2 H,0 0,750
NaOH 0,800

NaHCOs 0,280

Os componentes, depois de pesados e dissolvidos em 4gua destilada, foram
transferidos para um baldo volumétrico de 1 L, adicionando agua destilada até completar 500
mL, entfo o pH foi ajustado em 6,5 com solugdo de écido cloridrico 0,1 N, completando o

volume restante com agua destilada.
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3.1.5 ~ MEIO DE CULTURA PARA FERMENTACAO

Os reagentes e sais usados para as analises e nos meios de cultura apresentaram grau
de pureza analitica.

Para o cultivo da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, dois meios
liquidos foram utilizados nos ensaios, um a base de lactose (PA) e outro a base de soro de
quetjo em po.

Os diferentes meios de cultura utilizados durante o procedimento experimental sdo

apresentados nas Tabelas 3.2 € 3.3.

Tabela 3.2 — Composi¢do do meio de cultivo a base de lactose (PA)

COMPONENTES CONCENTRACAO (g/L)
Lactose | 50,0

Extrato de levedura (0,0; 6,0; 12,0) — variavel
(NH4)2S04 6,0

KH,;PO, 5,0

MngO4. 7H20 0,6

Tabela 3.3 — Composncao do meio de cultivo a base de soro de queijo.
COMPONENTES CONCENTRACAO (g/L)

(30,0; 50,0, 70,0) - variavel

Lactose

Extrato de levedura (0,0, 6,0; 12,0) - variavel
(NH4);S04 6,0

KH,PO, 5,0

Mg;SOs. 7TH,0 0,6

316 - UNIDADE EXPERIMENTAL PARA A DETERMINACAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA

A unidade experimental utilizada na realizagdo dos ensaios de laboratorio esta
representada esquematicamente na Figura 3.1. Consistia de microrreatores de mistura

colocados em paralelo e operados em batelada (4) com volume util de 100 mL ligados a um
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banho termostatizado (1) contendo um mecanismo de recirculagdo que mantin}ja' a
temperatura constante. O mecanismo de agitaglo era promovido por um ag'itador mecanico
(2), de paleta, com diametro de 0,08 m, colocado a 0,02 m do fundo do mlcrorreatcir. f’ara
evitar a formagdo de vortice foi adaptado um sistema de quatro chicanas de 0,01 m de ar;:,,l.xra,
0,09 m de altura e 0,01 m de espessura, construida em aco nox € fixada na tampa de acrilico,
adaptada ao reator. A lactase foi inativada, apos os tempos de reagdo desejados para a

i i i anho com agua
caracterizagdo da enzima, através de aquecimento por cmco minutos em um b:

em ebuli¢do (3) (TOMAS, 1998).

Legenda
1.Banho Termostatico
2.Agitador M ecanico
3. Becker +Bico de
Bunsen

4. Microrreator

atica da unidade experimental para a determinagdo da

Figura 3.1 — Representagio esquem:
atividade enzimatica.
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Os microrreatores foram colocados em paralelo e operados em batelada para conduzir
0s experimentos de determinagdo da atividade enzimatica utilizando solugdo de lactose 50,0

g/L, conforme apresentado na Figura 3.2.

Figura 3.2 — Unidade experimental para determinagdo da atividade enzimatica

3.1.7 - UNIDADE EXPERIMENTAL PARA A FERMENTACAO

Este ensaio foi conduzido com o objetivo de comparar o processo fermentativo em
minifermentador, com o realizado em incubador rotativo, nas seguintes condigdes
operacionais: concentragdo inicial de lactose de 50,0 g/L, com adigdo de sais e com extrato de
levedura a 6,0 g/L, pH de 5,5, agitagdo de 150 rpm, temperatura controlada a 30°C, sem

controle de pH e sem aeragao.
O equipamento utilizado foi o fermentador Biostat B, da B. Braun Biotech

International, cuja vista é apresentada na Figura 3.3.
O minifermentador consiste de um vaso cilindrico com volume de 2,0 L, fechado por
uma tampa de ago inoxidavel com orificios para alimentagdo de indculo, saida de amostra,

entrada e saida de gas, dotado de controle de pH, temperatura, agitagfio e aeragdo.
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Figura 3.3 - Unidade experimental utilizada para conduzir as fermentagdes finais

3.2 - PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 - PREPARACAO DOS MEIOS

Para a preparagio do meio de cultura a base de lactose (PA) determinou-se a massa
dos reagentes, sais € extrato de levedura na concentracdo apresentada na Tabela 3.2. Em
seguida, diluiram-se todos 0s compostos com agua destilada até obter 2 L.

A preparagio do meio de cultura a base de soro de queijo em pé consistiu de uma
etapa adicional sobre o tratamento do soro de queijo, apds a pesagem dos reagentes, sais e
extrato de levedura na concentragdo apresentada na Tabela 3.3.

Realizada a precipitagdo de grande parte das proteinas, conforme descrito no Item

3.2.3, adicionou-se a solugdo os sais e o extrato de levedura, avolumando com agua destilada

até obter 2 L.
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Apbs a preparagiio do meio liquido, este foi dividido em erlenmeyers para ser utilizado
no preparo do indculo e na fermentagfio. Em seguida, o pH foi corrigido com solucdo NaOH
(4 N) até pH — 5,5, e os erlenmeyers tampados com algoddo envoltos em gazes e esterilizados

em autoclave.

3.2.2 — ESTERILIZACAO

Todos os meios de cultura e vidrarias utilizados no trabalho foram esterilizados em

autoclave vertical, marca Fanen, a 121°C e 1 atm por 15 minutos.

3.2.3 ~ PRE-TRATAMENTO DO SORO DE QUEIJO

O pré-tratamento do soro de queijo foi necessdrio para remover parte de sua fragfio
protéica presente, precipitando a proteina por aquecimento e acidificagio (PORTO, 2001).

Neste procedimento a solucdo de soro de queijo foi aquecida até 90°C. Em seguida,
adicionou-se 4cido litico (PA) sob agitagdo suave até o pH atingir 4,8. A agitagfo era entdo
interrompida e a solugio mantida em repouso por alguns minutos, para que fosse
cuidadosamente sedimentada, visto que 0S flocos de proteina formados eram bastante
instaveis podendo se misturar novamente a solugdo, ¢ finalmente filtrada.

Apbs a etapa de pré-tratamento do soro, a soluclo obtida foi entdo transferida para
outro becker, no qual os sais e extrato de levedura foram adicionados. O pH foi corrigido com

solugio NaOH (4 N) até pH 5,5 ¢ os erlenmeyers tampados com algoddo envoltos em gazes

foram esterilizados.

3.2.4 —- PREPARO DO PRE- INOCULO

O pré-inoculo foi preparado em frasco erlenmeyer de 500 mL de capacidade, contendo
350 mL do mesmo meio de cultura da fermentag¢o previamente esterilizado em autoclave.
Ap6s a esterilizagdo, o frasco erlenmeyer era resfriado a 27°C e colOnias isoladas de

levedura, mantidas em dgar inclinado, foram transferidas para o frasco erlenmeyer de forma

asséptica em cAmara de fluxo laminar, da marca Veco.
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Esta transferéncia foi feita suspendendo as colonias do tubo de ensaio, com a adigdo
do préprio meio de cultura presente no erlenmeyer, e esfregando a superficie do meio com
uma al¢a de platina flambada.

Apbs inoculagio, o frasco foi incubado a 30°C por um tempo maximo de 17 horas em

incubador rotativo com agitagdo de 150 rpm.

3.3 - PLANEJAMENTO FATORIAL

Para realizagio dos experimentos empregou-se o planejamento fatorial 3¥, onde K
igual a 2, utilizando sofiware Statistica, versio 5,0, para tratamento dos dados. A
desvantagem deste fatorial é que valores altos de K implicam em um grande niimero de

experimentos.

As concentragdes de nutrientes analisadas foram: concentragfio inicial de lactose no

meio e concentragdo de extrato de levedura.
Os nove experimentos definidos pelo planejamento fatorial 3° tém seus valores
relacionados as varidveis decodificadas nos niveis representados por (+1), (0) e (-1) e estfio

apresentados na Tabela 3.4.

Os niveis selecionados para este planejamento basearam-se em estudos preliminares.
As concentragdes iniciais de lactose foram 30,0; 50,0 e 70,0 g/L e as concentragdes de extrato

de levedura foram 0,0; 6,0 e 12,0 g/L.

3.4~ FERMENTACOES

Os ensaios foram iniciados com uma concentragdo padronizada do niimero de células
de leveduras igual a 1x10 células/mL, empregando para a contagem a cAmara de Neubauer.

As fermentaces foram realizadas em frascos erlenmeyer de 250 mL de capacidade
contendo 125 mL do meio de cultura selecionado, previamente esterilizado e inoculado como

indicado no Item 3.2.3.
Posteriormente, transferiu-se os frascos para um incubador rotatério, da marca Etica,

com temperatura controlada a 30°C, agitagdo 150 rpm durante 12 horas.




CAPITULO 3 — Materiais e Métodos 30

ApOs analisar os resultados dos ensaios do planejamento fatorial, utilizou-se um
minifermentador, Biostat (B. Braun), com o meio de cultura selecionado para a produgfio da

enzima.

Tabela 3.4 — Experimentos definidos pelo planejamento 3

Experimento Cod ~ Lactose inicial (g/L) Cod Extrato de
levedura (g/L)
1 0 50,0 1 12,0
2 1 70,0 0 6.0
3 -1 30,0 -1 0,0
4 -1 30,0 0 6,0
5 1 70,0 1 12
6 0 50,0 -1 0,0
7 1 70,0 -1 0,0
8 -1 30,0 1 12,0
9 0 50,0 0 6,0

3.5 - ACOMPANHAMENTO DAS FERMENTACOES

Com o objetivo de acompanhar o processo, métodos analiticos foram aplicados as

amostras retiradas dos frascos erlenmeyer a cada 2 horas. Todas as medidas efetuadas por

método analitico foram em duplicata.

Destas amostras, determinou-se a concentragao celular, agucares totais — lactose e

atividade enzimatica da p-galactosidase.

A seguir apresentam-se as medidas efetuadas no decorrer de cada ensaio.
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3.5.1 - DETERMINACAO DO CRESCIMENTO CELULAR

O acompanhamento do crescimento celular da levedura Kluyveromyces marxianus ao
longo das fermentagdes foi realizado pela determinagfio da massa seca, descrito a seguir.

Da quantidade retirada do erlenmeyer, suficiente para fazer todas as dosagens
propostas no trabalho, uma amostra de 40 mL do meio em fermentagdo foi centrifugada em
centrifuga (Beckmann Coulter — modelo Avanti J-25) com rotagéio de 15000 rpm no periodo
de 5 minutos e seu sobrenadante descartado.

Em seguida, as células precipitadas foram lavadas e centrifugadas duas vezes em agua
destilada até o sobrenadante apresentar-se limpido. Apoés a centrifugacfio, a amostra foi
novamente suspensa em agua destilada e armazenada em beckers previamente preparados
(105°C/24 horas) e levados a estufa a 105°C por 24 horas.

A determinagdo da massa seca celular foi feita pela diferenga do peso inicial e o peso

final dos beckers.
3.5.2 - DETERMINACAO DOS ACUCARES TOTAIS - LACTOSE

As dosagens para a determinagfio da concentragdo de aguicares totais, calculados como
lactose, seguiram o método fenol — 4cido sulfurico, proposto por BARALLE (1985) e por
RECH (1998).

Esta determinagfio consistia, inicialmente, de uma diluigdo de uma amostra de 1mL do
meio em fermentagdo, a fim de atender a faixa de operagdo do método - concentragio de
aglicares na faixa entre 5,0 e 40,0 mg/L. -

Em seguida, da amostra convenientemente diluida, pipetava-se 100 pL, colocava-se
em um tubo de ensaio e adicionavam-se 700 ﬁL de 4gua destilada, 50 pL de solugdo de fenol
80% e 2 mL de 4cido sulfirico (PA). Agitava-se bem o tubo para completa homogeneizagio e
incubava-se por 30 minutos a temperatura ambiente, realizando a leitura de absorbancia em
espectrofotdmetro (Modelo B 380 da Micronal) a 490 nm.

O branco foi feito juntamente com as amostras, substituindo a amostra de agucar
redutor, por 100 uL de dgua destilada.

Para a constru¢do da curva padrdo, foi preparada solugdo de lactose (C=100 mg/L)
denominada de solu¢do-mie, com concentra¢do na faixa de 5,0 a 40,0 mg/L de agtcares

redutores, com o auxilio desta curva padrdo e da equagio determinada, obteve-se a
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concentragdo (g/L) de lactose consumida. Os procedimentos para construcio da curva, bem

como, a equagdo obtida, encontram-se descritos no Anexo B.

3.5.3 - EXTRACAO DE B-GALACTOSIDASE DAS CELULAS DE KLUYVEROMYCES
MARXIANUS POR AUTOLISE

Para a extracio da enzima intracelular B-galactosidase das células de Kluyveromyces
marxianus por autolise utilizou-s¢ cOmo solvente cloroformio (PA), conforme procedimento
descrito por NUNES et al. (1993).

O procedimento abaixo descreve 0 tratamento para efetuar o rompimento de células.

Retirava-se uma amostra de 80 mL do meio em fermentagio contendo as células de
Kluyveromyces marxianus. As amostras eram submetidas a uma centrifugagdio a 15000 rpm
por 5 minutos e o material celular separado € lavado em tampdo fosfato (preparado conforme
descrito no Item 3.1.6.1) a fim de proceder a uma lavagem de células.

Esta nova suspensio era novamente centrifugada, o material celular separado

ressuspenso em 10 mL de tampdo fosfato em erlenmeyer, ao qual adicionava-se 2% (v/v) de
cloroformio (PA) e transferia-se para um incubador rotativo com temperatura a 37°C,

agitacdo de 150 rpm por 17 horas.

Apds as 17 horas, a solugfo era novamente centrifugada e o sobrenadante utilizado

para determinar a atividade enzimatica.

3.5.4 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimatica, em todos 0s experimentos, foi determinada pelo método das

taxas iniciais da reagdo de hidrolise de lactose, utilizando a unidade experimental descrita no
Item 3.1.6 ¢ na Figura 3.2 (TOMAS, 1998).
No microrreator de mistura com temperati

uma solugio 50,0 g/L de lactose (PA) em tampdo Jatico a pH 6,5, preparado conforme

ra controlada a 30°C colocava-se 75 mL de

descrito no Item 3.1.4.2.
Em seguida, pipetava-se 5 mL do sobrenadante, obtido apds o processo de extragdo da

enzima relatado no Item 3.3.3, no microrreator.
Neste instante iniciava-se a quantificagdo do tempo de reacfio de 20 minutos, amostras

de 3 mL eram retiradas em intervalos de 5 minutos e colocadas em tubos de ensaio com tampa
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10 minutos para

e em seguida, colocadas imediatamente em banho de dgua fervente por

inativa¢fio da enzima.
se 20 pL da amostra do tubo pelo método da glicose-oxidase,

_Posteriormente, dosava-
conforme descrito no Item 3.2.4.
Os ensaios eram acompanhados por medidas de absorbéncia da glicose formada, lidas

num comprimento de onda de 505 nm em um espectofotdometro B 380, da Micronal.
Com os dados de absorbancia, calculava-se a concentragio através da curva de

calibragio de glicose em fungfio do tempo, descrita no Anexo B.
Para o calculo da atividade, determinava-se a velocidade inicial da reagdo de hidrolise

de lactose por B-galactosidase, utilizando uma regressdo linear no conjunto de pontos
experimentais de concentragdo de glicose em fungdio do tempo de reagdo, na faixa em que

apresentou comportamento linear. Para todas as curvas de regressdo encontradas foi adotado o

critrio de desvio padrio menor que 107

Desta forma, tem-se a equagdo:
:SJ
8

dC
V=—=1tga
dt 8
i

onde:
V = velocidade de reagdo
3 ' s
C = concentragdio de glicose =
=
t = tempo de reagéo
¢do expressa pela equagdo acima ¢ definida como sendo a

A velocidade da rea
em g de produto formado (ou substrato consumido)

atividade enzimatica. A unidade da taxa
a de unidade de atividade.

por unidade de volume e de tempo € denominad
sendo a atividade enzimatica calculada

Para todas as dosagens foram feitas triplicatas,
pela média aritmética dos valores obtidos.
¢ usada no trabalho foi Unidade de Glicose produzida por

A unidade de atividad
minuto, por mililitro de suspensdo enzimatica (UGl/mL), definida como sendo pmol de
por mL de suspensdo enzimatica, & temperatura de 30°C, pH

glicose produzida por minuto,
6,5, com uma concentragdo inicial de lactose igual a 50,0 g/L.
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3.5.5 - DETERMINAGCAO DE GLICOSE

A glicose foi dosada pelo método da glicose-oxidase, utilizando-se Kits glicose

enzimética, conforme procedimento descrito por TOMAS (1998).

Esse método ¢ especifico para a determinagéio de glicose e se baseia na oxidagio da

mesma, de acordo com a seguinte reagdo, catalisada pela glicose-oxidase:
Glicose+0, + H,0 — écido glucénico + H,0,

O peroxido de hidrogénio formado reage com a 4-aminoantipirina e fenol presentes no
meio, sob a agfio da peroxidase, formando uma antipirilquinonimina, cuja intensidade de sua
cor vermelha é proporcional & concentragdo de glicose no meio. Esse composto de tonalidade
vermelha apresenta a sua méxima absor¢do de luz num comprimento de onda de 505 nm.

O Kit de glicose oxidase era composto de trés frascos, sendo que nos dois de niimero 1
continham uma mistura de enzimas e no de numero 2, que continha uma solug¢fo tampdo,
juntamente com os reagentes 4-aminoantipirina € o fenol. Dilufa-se o contetido do frasco 2
com o volume de 100 mL de solugdo, em 500 mL com &gua destilada e posteriormente
dividia-se a solugdo obtida em dois frascos escuros, cada um com 250 mL. Essa solugdo era
estavel por 12 meses a uma temperatura entre 2 ¢ 8°C. Em um desses frascos era adicionado o
conteudo de um dos frascos de nuimero 1, o qual continha a glicose oxidase e a peroxidase.

Essa mistura estava pronta para reagdo em amostras contendo glicose. Essa solu¢iio era
estavel por 2 meses.

Para a determinagdo do teor de glicose em uma amostra, o primeiro passo foi a
construgfio de uma curva padriio ou de calibragdo que era determinada através da leitura de
absorbancia em fungdo de concentragdes conhecidas de glicose. Para isso, preparou-se tubos
de ensaio contendo 2 mlL da solucdo de glicose-oxidase preparada anteriormente, aos quais
foram adicionados 20 pL de solugdo de glicose, na faixa de concentragdo de 0,0 a 3,0 g/L,
deixando-se reagir por 30 minutos a 30°C, como descrito no Anexo B.

Apbs esse tempo, eram lidas as absorbincias para os varios tubos, em um
espectrofotdmetro B 380, da Micronal, usando cubetas de vidro de 1 ¢cm de percurso ético, a

505 nm, considerando como branco, a solugdo de glicose oxidase.

Com os valores de absorbancia em fung¢éio da concentragdo de glicose, foi construida a

curva e determinada a equagéo da mesma.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - RESULTADOS PRELIMINARES

Numa etapa inicial deste trabalho, fermentagbes foram realizadas com a levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, em meios de cultura & base de lactose (PA) e soro
de pque'ijb,' cormv o objetivo de analisar a influéncia da suplementagdo do meio de cultivo com
0s sais (NH4),804, KH,PO4 ¢ Mg2S04.7H,0 ¢ extrato de levreﬂdura7 na concentragdo celular e
na atividade enzimatica.

Analisando também a necessidade da desproteinizagdo do soro utilizado como meio
nas fermentacges. Og primeiros ensaios conduzidos com soro sem remocdo da fragdo protéica
tiveram as anilises de concentfagéo celular por massa seca dificultadas, uma vez que as

proteinas precipitayam junto com as células de leveduras ap6s a centrifugagao.

ApOs esta etapa inicial, realizaram-se as fermentagdes apenas em soro de queijo em

PO, desproteinado por acidificacdo, com as concentragdes definidas de sais e extrato de

levedurs,

Os experimentos nesse trabalho foram efetuados a temperatura de 30°C e pH 5,5.

Segundo FURLAN et al. (2001), condigdes operacionais 6timas para a produgdo da enzima -

galactosidase por Kluyveromyces marxianus, pois nesse valor a enzima apresenta-se estavel e

isso implica em alta taxa de produgo.

Todos os ensaios foram em incubador rotativo com agitacdo de 150 rpm, utilizando

erlenmeyers de 500 mL, contendo 125 mL de meio, ao qual se adicionava o inéculo. Apos o

Creécimento, as células foram separadas do meio de fermentagéo por centrifugagdo e realizada

a autélise das mesmas pelo uso de cloroformio.
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4.1.1 — INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO COM SAIS E EXTRATO DE LEVEDURA
NA PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE PELO KLUYVEROMYCES MARXIANUS

ATCC 46537 EM MEIO A BASE DE LACTOSE (PA).

Na primeira fermentacfio, o meio de cultura foi composto apenas de solugdo lactose
(PA) numa concentragio inicial de 50,0 g/L, com o pH corrigido para 5,5. Nesse meio ndo
houve crescimento celular durante o tempo de fermentagdo de 12 horas.

Na segunda fermentacfo, o meio de cultura foi composto por solugdo de lactose (PA)
também com concentracdo inicial de 50,0 g/L, agora suplementada com 6,0; 5,0 ¢ 0,6 g/L de
(NH4),80,, KH,P0O; ¢ Mg;S0,.7H,0, respectivamente, mas a exemplo do experimento
anterior, também ngo se verificou crescimento celular sensivel, nem consumo do agtcar.

Dessa forma, concluiu-se que apenas a adi¢do de sais no meio contendo lactose (PA)

ndo era suficiente para o crescimento da levedura. Resolveu-se entdo suplementar o meio com

eXtrato de levedura, além dos sais citados anteriormente.
Com base nessas conclusdes, conduziu-se uma fermentagdo com solugdo lactose (PA)

com concentragdo inicial de 50,0 g/L, suplementada com os sais nas mesmas concentragdes

anteriores e extrato de levedura a 6,0 g/L, cujos resultados sdo apresentados na Figura 4.1.
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Fermentagdo em meio a base de solugdo lactose (PA), S = 50,0 g/L, em presenca

Figura 4.1:
de sais e extrato de levedura a 6,0 g/L.
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Verifica-se na Figura 4.1 que o meio de cultura agora se mostrou adequado ao
crescimento da levedura, bem como para a sintese da enzima. Pode ser verificado que
bastaram 8 horas de fermentagio para que a cultura entrasse na fase de crescimento

estacionario, o mesmo ocorrendo com a produgdo de B-galactosidase. O consumo de lactose

foi total em 10 horas de fermentagdo.

Analisando a curva referente ao crescimento celular, observa-se que esta apresentou
uma pequena fase lag, atingindo rapidamente a fase exponencial, mostrando a adequagdo do
meio para o desenvolvimento da levedura, a qual atingiu uma concentragdo celular da ordem
de 4,6 g/L apos 10 horas de fermentagdo, permanecendo praticamente constante a partir deste
momento.

A sintese da enzima acompanhou o crescimento celular, num comportamento cinético
tipico de processo de produgdo associado ao crescimento celular, atingindo maxima atividade

enzimatica de 25,0 UGI/mL ap6s 8 horas, mantendo esse valor até o final da fermentagéo.

Iniciou-se a fermentagdo com pH 5,5 ¢ logo apos a adigdo do indculo esse valor foi

decrescendo até atingir apos 6 horas o valor 3,8, mantendo-se até o final do processo,

coincidindo com o perjodo da fase estaciondria de crescimento celular.

Por estes resultados conclui-se que 2 suplementacdo do meio a base de lactose (PA)

com extrato de levedura foi essencial tanto para crescimento como para a produgdo da

enzima,

412 — INFLUENCIA DA SUPLEMENTACAO COM SAIS E EXTRATO DE LEVEDURA

NA PRODUCAO DE B-GALACTOSIDASE PELO KLUYVEROMYCES MARXIANUS

ATCC 46537 EM MEIO CONTENDO SORO DE QUELIO

Nesta segunda etapa de estudos preliminares, as fermenta¢des foram conduzidas em

meios 4 base de soro de queijo, previamente desproteinado por acidifica¢do. Foram analisadas

as influéncias das adicoes de sais e extrato de levedura nos meios de cultura.

Na Figura 4.2 sdo apresentados 03 resultados experimentais de concentragdo celular

(g/L) em fungdo do tempo fermentagdo, em dois meios de cultura formulados com soro de

queijo, de forma tal que a concentragdo de lactose inicial em ambos fosse de 30,0 g/L.
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Em um dos meios adicionou-se 0S sais (NH4),S0;, KHPO4 e Mg,S0,4.7H,0,
respectivamente nas concentragdes de 6,0; 5.0 ¢ 0,6 g/L. e no outro experimento ndo foi

acrescentado nenhum nutriente extra ao soro de queyo.
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rigura 4.2: Influéncia da adigdo de sais na concentragdo celular (g/L) no meif) a base de soro
de queijo contendo 30,0 g/L. de lactose, com sais € na auséncia de extrato de

levedura.

5 iS NOS Meios teve pouc
Como pode ser observado na Figura 4.2, a presenca dos sais no pouca

influéneia sobre o crescimento celular. A concentragdo celular, apos 8 horas de fermentagio,

atingiu 3,75 g/L. no meio suplementado com OS sais e 3,5 g/L no melo sem 0Ss mMesmos,

diferen¢a esta que pode estar dentro do erro experimental.

Na Figura 4.3 sdo apresentados 0S resultados obtidos da fermentacio anterior,

analisando a influéncias da adigdo de sais na atividade enzimatica.




ind)

CAFIT ULO 4 - Resultados e Discussao 39

20 — w
| il
| e
2 |
& |
o] »>
) | g *
< [
) \
) |
E 10 { ‘ & .
& | ®
3 | ¢ SRS S—
g & Sem adig¢do de sais
E ‘ G - @ Com adigdo de sais
< ' / S aea e e
|
i
0 ,‘_7,7__77,7_,..,,,7—7’—7—~~7 IR T T e |
0 4 8 12
TEMPO (horas)

Figura 4.3: Influéncia da adigdo de sais na atividade enzimatica (UGVmL) no meio a base de
- soro de queijo contendo 30,0 g/L de lactose, com sais e na auséncia de extrato de

levedura.

Verifica-se que as curvas referentes as atividades enzimaticas nos dois experimentos

foram préximas até 6 horas de fermentagdo, contudo a partir desse instante, a ativi dade

enzimdtica diminuiu no meio na auséncia de sais, enquanto que para o outro meio esta

continuou aumentando até a fermentagdo ser interrompida em 12 horas.
ey o estabilizante da enzima produzida
tivos fons atuou com o x
A presenga dos respec

; : a vez que ha a formagdo de 4cidos, tais como o Iatico
lambém como tamponante do meio, um

Peio metabolismo da levedura. .. . .
o efetuada sem adicdo de sais, a atividade foi de aproximadamente 15,0

Na fermentaca .
o esta atingiu 20,0 UGlY/mL,,

ici is N0 mel
UGmL, enquanto que adicionando sais 1o

se o resultado exper imental de duas fermentacdes analisadas em

Na Figura 4.4 verifica- ~ .
t d 50 celular em fungdo do tempo de fermenta¢fio no meio 4 base de soro
€rmos da concentragio

4o com concentragdo inicial de lactose de 60,0 g/L.. Um

de queijo desproteinado por acidificag
d . to de soro de queijo € extrato de levedura 6,0 g/I, enquanto que no
0S meios era composto

de queijo, €m ambos ndo foi adicionado os sais citados anteriormente,
Outro havia apenas soro de quetjo,
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Figura 4.4: Influéncia da adi¢do de extrato de levedura na concentragdo celular (g/L) no meio
a base de soro de queijo contendo 60 g/L de lactose com extrato de levedura e na

auséncia de sais.

dos acima apresentados, conclui-se que a presenga do extrato de

Através dos resulta
ular, pois em presenga do mesmo a concentragdo

levedura foi favoravel ao crescimento cel
uséncia, 3,8 g/L, apos 8 horas de fermentagdo.

celular atingiu 5,8 g/L.enaa

Comparando 0S resultados da Figura 42 com os da Figura 4.4, observa-se que o
e levedura tem uma influ
7H,0 nas concentragdes usadas.

) Ancis i : .
hutriente extrato d éncia maior sobre o crescimento do que os sais

(NH4),S04, KHoPO4 € MgzS04.

Na Figura 4.5 sao aprcsentados os resultados experimentais para a atividade
tempo de fermen
senga © auséncia de extrato de levedura a 6,0 g/L. e na

e C tacdo para oS meios a -
enzimatica em fungdo do ¢do p base de soro de queijo

contendo 60g/L de lactose, em pre

auséncia de sais.
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Figura 4.5: Influéncia da adigdo de extr
eijo contendo 60,0 ¢/l de lactose com extrato de

meio a base de soro de qu
levedura e na auséncia de sais.

Pode-se verificar através da Figura acima que o meio 1sento de extrato de levedura ndo
apresentou atividade enzimatica, enquanto que na presenca do mesmo, esta atingiu um valor

da ordem de 10,0 UG/mL.

Comparando as Figuras 4.3 ¢ 4.5, verifica-se que tanto os sais estudados neste
POy e MgZSO4.

trabalho, (NH4)2504, KH,PO
e levedura influenciaram na sintese da enzima, sendo que a influéncia do

7H,0 nas concentragoes citadas anteriormente,

quanto o extrato d

extrato foi mais acentuada.

fuéncia de sais € do extrato de levedura em meios a base de lactose

O estudo da in
apresentou €omo resultado conclusivo, a necessidade da

(PA) e de soro de queljo €M po, .
adi¢io dos mesmos nas fermentagdes oM Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, visando

da enzima B-galactosidase.

crescimento celular € sintese

dos nos experimentos preliminares, optou-se por realizar

Com base nos resultados obt '
=~ da enzima P-galactosidase, em meios de culture

. . produgdo da ’ =

um estudo do crescimento € P&

de carbono 2 lactose proveniente de soro de queijo

formulados, usando como fonte
40. Ness¢ estudo, foram fixadas as concentra¢des dos sais

desproteinado por acidifica¢ . .~
0, respectivamente nas concentragdes de 6,0; 5,0 ¢ 0,6

(NH4)2SO4, KH,PO4 € Mg2504-7H2
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g/L, variando-se a concentracio de lactose de 30,0 a 70,0 g/L e o extrato de levedura de 0,0 a

12,0 g/L, de acordo com um planejamento fatorial 3%

Foram realizadas duas fermentagdes com concentracdo inicial de lactose de 90,0 g/L,

strato, o consumo de Jactose foi lento e

porém observou-se que em altas concentragdes de sub:
adas, uma vez que seus resultados nio

ndo houve atividade enzimética, assim foram abandon

foram conclusivos.

4.2 - RESULTADOS DOS EXPERIMENTOS DO PLANEJAMENTO FATORIAL

4.2.1- INTRODUGAO

mentagio dos meios de cultura com sais e extrato

Apbs avaliar a importancia da suple
nove experimentos segundo um planejamento

de levedura, realizou-se um conjunto de
50 de lactose presente no soro de queijo e

fatorial, avaliando as varidveis: concentrag

extrato de levedura. O proced
5es foi de 12 horas, com amostragens de 2 em 2

imento experimental adotado estd descrito no

concentragdo de

Item 3.2.5. O tempo de duragdo das fermentag¢
eriores, uma vez que, para tempos maiores nio

horas, definido com base 1n0s experimentos ant

sensfvel na atividade enzimatica alcangada. Esse fato também foi observado

houve aumento
rabalho de NUNES e al. (1993).

por outros pesquisadores, como por exemplo, 0
ealizados em meios a base de soro, com
e levedura conforme o planejamento fatorial,

ncentragdes dos sais (NH4)2504 em 6,0 g/L;

Todos os ensaios desta etapd foram 1

concentragdes varidveis de 1actose © de extrato d

descrito no Item 3.2.3, mantendo constantes as €0

KH,PO, em 5,0 g/L ¢ Mg2S0+ 7H,0 em 0,6 g/L em todos 0s ensaios.

s COM LACTOSE A 30,0 g/L

4.22-FERMENTAOES RELATIVAS A0 MEIO

ntes 2 fermentagdo de soro de queijo

dos trés ensaios refere
s marxianus ATCC 46537, com

A seguir sdo apresenta
por Kluyveromyce

desI)I‘Oteinado por acidificago,
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A ‘érmen[ inici
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processo.
em adicdo de extrato de levedura, tanto o

Portanto, conclul-se que no meio a 30,0 g/L's

crescimen ¢ ivi i
to celular como a atividade, foram baixos, sugerindo que o meio necessita d
essita de outro

nutriente.

Na Figura 4.7 sdo apresentados 0s resultados da fermentagdo realizad
- ' ' a no meio
tendo 30,0 g/L de lactose, em presenca dos sais € extrato de levedura a 6,0 g/L
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Ndo houve grande variagdo no valor do pH que iniciou com pH 5,5 e logo apos a

adicdo do indculo atingiu o valor 5,10, mantendo-se até o final do processo.

Na Figura 4.8 sdo apresentados os resultados obtidos durante a fermenta¢io de meio a

30,0 g/L de lactose, com a adigdo de 12,0 g/L de extrato de levedura.
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Figura 4.8 - Ferme
/L, suplementado com sal

lactose 30,0 g

na Figura 4.8 um répido crescimento celular, no qual os microrganismos
e exponencial. Como no
ambém a base de soro de queijo em incubador

Observa-se
s experimentos anteriores, o meio ¢é

iniciam seu crescimento na fas
inoculado com células que vém de um cultivo t
ortanto em fase exponencial de crescimento. Mesmo assim, ao passarem
ro, as células apresentar
ura 0 que provoca nas mesmas uma fase lag, so

rotativo ja estando, p
de um erlenemeyer para Oul am variacdo nas condi¢des de pH,
agitacdo e, em alguns €asos até de temperat

que de pequena duragao.
com uma concentracdo celular de 4,3
°

Apbs atingir 0 limite maximo de crescimento,
— : 2i0 J4 va com
g/L, a curva apresenta um decréscimo, pois © MEIO Ja esta a lactose esgotada, o que

aconteceu em 6 horas de fermentagao-
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nzimatica continuou aumentando até atingir em 12 horas de processo, um

A atividade e
nto tenha entrado em fase cstaciondria, com

valor de 20,0 UGYmL. Embora o crescime
se que a curva referente a atividade enzimdtica continuou

consumo total da lactose, nota-
evedura, do extrato presente no meio.

crescendo, devido 4 utilizagdo, por parte da |
re as trés fermentagdes revela que a adicdo de extrato de levedura

A comparaglo ent
nzima [-galactosidase.

favoreceu o crescimento celular € 2 produgdo da e

4.2 3-FERMENTACOES RELATIVAS AOS MEIOS COM LACTOSE A 50,0 g/L

trés ensaios referentes a lermentagdo de soro de queijo

A seguir sdo apresentados
por Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, com
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concentragio de lactose inicial de 5

¢cAo apenas do extrato de levedura.
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Na Figura 4.9 sdo apresentados os resultados de uma fermentacdo nas condigdes
o de extrato de levedura.
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Observa-se nesta Figura, que em 8 horas de fermentagio a concentragao celular obtida

foi de 4,0 g/L e a atividade enzimatica atingida foi de 12,0 UGI/mL apos 6 horas, mantendo

esse valor até o final da fermentagfio. A curva referentc ao consumo de lactose mostra

declinio até a décima segunda hora, quando a fermentagdo foi interrompida, restando cerca de

17% de lactose no meio.

A fermentagdo iniciou com pH 5,5 e logo apos a adigdo do indculo esse valor foi
decrescendo até atingir apos 8 horas o valor 4,2, mantendo-se até o final do processo.

Na Figura 4.10 sdo apresentados os resultados obtidos da fermentagdo nas mesmas
condi¢des do experimento anterior, mas neste caso suplementado com 6,0 g/L de extrato de

levedura.
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A sintese da enzima acompanhou o crescimento celular, atingindo méaxima atividade

enzimatica de 20,0 UGl/mL apés 10 horas.

A fermentagdo iniciou com pH 5,5 ¢ logo apds a adigdo do indculo esse valor foi

decrescendo até atingir apos 4 horas o valor 4,8, mantendo-se até o final do processo.

Na Figura 4.11 sdo apresentados os resultados experimentais relativos & fermentagéo

do meio com concentragdo de lactose inicial de 50,0 g/L, suplementado com os sais e 12,0 g/L

de extrato de levedura.
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o final do processo.
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Através de uma andlise dos resultados das fermentacdes realizadas com concentragio
inicial de lactose de 50,0 g/L, verifica-se que a adigdo de extrato de levedura no meio a base

de soro de queijo favoreceu o maior crescimento celular, como conseqgiiéncia do maior

consumo de substrato, resultando em maior produgdo de B-galactosidase.

4.4 FERMENTACOES RELATIVAS AOS MEIOS COM LACTOSE A 70,0 g/L

A seguir sdo apresentados trés ensaios referentes a fermentagdo de soro de qucijo

desproteinado  por acidificacdo, por Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, com

concentragdo de lactose 70,0 g/L, suple
riores, nas concentracdes 0,0; 0,

mentado com as mesmas concentragdes de sais dos

experimentos ante 0 e 12,0 g/L de extrato de levedura.

Na Figura 4.12 sdo apresentados 0s resultados da fermentagdo sem extrato de

levedura, realizada mantendo as mesmas condigdes citadas acima.
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Através desta Figura, verifica-se que a curva referente ao crescimento celular
apresentou fase exponencial, alcangando uma concentrago celular da ordem de 4,8 g/L. em 10
horas de fermentagio. O consumo de lactose mostra declinio até a décima scgunda hora,
quando a fermentagdo foi interrompida, restando ainda lactose no meio e a atividade

enzimatica foi baixa durante toda fermentagfo, atingindo 3,0 UGVmL apds 6 horas, em

seguida, observa-se um declinio desta atividade.
A fermentagdo iniciou com pH 5,5 € logo apos a adi¢do do indculo esse valor foi

decrescendo até atingir em 10 horas o valor 4,7, mantendo-se até o final do processo.

Na Figura 4.13 sdo apresentados 0s resultados da influéncia do extrato de levedura, na

concentracdo de 6,0 g/L na fermentacdo, com concentragdo inicial de lactose de 70,0 g/L, na

presenca dos sais ja mencionados.
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A sintese da enzima acompanhou © crescimento celular, atingindo méaxima atividade

enzimatica de 29,0 UGI/mL apos 8 horas, mantendo €ss€ valor até o final da fermentacéo.

om pH 5,5 e logo apos a adigdo do indculo esse valor foi

A fermentagdo iniciou €
decrescendo até atingir apos 6 horas o valor 6,8, mantendo-se até o final do processo.
7, através das Figuras 4.12, 4.13 e 4.14, a influéncia da adi¢do

Observa-se mais uma Ve
de extrato de levedura no meio com o aumento da atividade enzimatica.

A INFLUENCIA DA CONCENTRACAO DE LACTOSE

4.3- ANALISE CONJUNTA D
NO CRESCIMENTO DA LEVEDURA E NA SINTESE

E EXTRATO DE LEVEDURA
DA ENZIMA

Com o objetivo de estudar 0 efeito combinado da influéncia das concentragdes de
crescimento celular € sintese de B-galactosidase, foram

lactose e extrato de levedura sobre 0
as das variaveis ndo codificadas e codificadas para os

realizadas analises de superficies respost
ial, rcprcsentados nas Figuras 4.15 e 4.16.

nove experimentos do planejamento fatoria
res experimentais do planejamento experimental, em

Os resultados dos maximos valo
nzimatica sao apresentados na Tabela 4.1.

termos de crescimento celular € atividade €

s de concentragdo celular e atividade enzimatica

Tabela 4.1 — Resumo dos maximos valore

-E\’werlmz::;) - 9;3;:;::222;?;;{51 Eme Concentragdo Atividade
de lactose (g/L) extrato de Jevedura celular (g/L) B
(g/L) (UGl/mL)

T 300 0,0 3,6 10,1

2 30,0 6,0 4,6 12,0

3 30,0 12,0 4,3 20,1

% 50,0 0,0 4,0 12,0

3 50,0 6,0 53 20.0

’ 12,0 53 28,0

6 50,0 " . iy

7 08 6,0 6,6 192

8 0! 12,0 6.8 29,0

9 70,0
e
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Na Figura 4.15 estdo representados os resultados da analise em superficie resposta das

varidveis: concentragio inicial de lactose na faixa de 30.0 — 70,0 g/L, a concentragao de

extrato de levedura na faixa de 0,0 = 120¢g/Lea concentragdo celular.

SUPERFICIE RESPOSTA - CONCENTRACAO CELULAR
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Analisando a Figura 4.15, pode-se concluir que altas concentragdes, tanto de lacto
“omo de extrato de levedura, contribuiram para o aumento da concentragiio celular no me
fermentativo.
Na Figura 4.16 estio representados os resultados da andlise em superficie resposta d
Varidveis. concentragdo inicial de lactose na faixa de 30,0 — 70,0 g/L, a concentragio ¢
Cxtrato de levedura na faixa de 0,0 — 12,0 g/L e a atividade enzimatica.

SUPERFICIE RESPOSTA - ATIVIDADE ENZIMATICA
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se que as maior ivi
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Analisando a Figura 4.16, observa-
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Presentados na Figura 4.17.
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Comparando os resultados obtidos no presente trabalho com os citados na literatura

Para a producdo de p-galactosidase por Kluyveromyces marxianus, pode-se concluir que os
Mesmos foram bastante coerentes. As atividades enzimdticas obtidas neste trabalho, no

Periodo de 12 horas de fermentagio, foram da ordem de 28,0 UGV/mL, sdo similares aquelas

obtidas por BARBOSA e al. (1985), RECH (1998), FURLAN et al. (2001) e ABAD et al.
1993) e LIMA (2002).

(2001) superiores aos valores encontrados por NUNES et dl. (



CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 - CONCLUSOES

A partir dos resultados apresentados neste trabalho pode-se concluir que:

Quanto aos meios de cultura
ultura contendo lactose como fonte de carbono, tanto a base de lact
ctose

Os meios de ¢
e mostraram adequados para o crescimento da levedura

PA como de soro de queijo, S
Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 e para a sintese da enzima [-galactosidase, desd
, Aesde

que suplementados com nutrientes adequados.

o de levedura

Quanto a adigdo de extrat
durante os ensaios verifica-se que, a complementag&o

base nos resultados obtidos

Com
a base de soro de queijo com extrato de levedura permitiu atingir um

dos meios de cultura

imento celular e uma mai
o de atividade enzimatica foram conseguidos com extrato de levedura

maior cresc or produgéo de B-galactosidase. Os melhores resultados

de concentragio celular
6,0 a 12,0 g/L, em tod
tribuiu para uma menor
uras correspondentes a ensaios com extrato de levedura na

na faixa de a a faixa de concentracdo de lactose estudada. O extrato de
levedura também conl

pode ser observado nas fig
g/L.

queda no pH durante as fermentagGes, como

concentragdo de 12,0

ntagio com gais minerais

Quanto a supleme
A suplementac;ﬁo dos meios com 08 sais
6.0; 5,0 € 0,6 /L, respectivamente, foi fundamental, especialmente para a
idase, uma vez qu
antiveram mais estaveis nos finais das operag¢bes de

(NH4)2304, KH2P04 c Mgst4.7H20, nas
concentragdes de
dhtoce da engima p-galaclos e em presenca dos mesmos os valores finais de

atividades foram maiores © se m

fermentag#o.
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Quanto a atividade enzimatica
As maiores atividades enzimdticas obtidas no presente trabalho, da ordem de 29,0
UGVmL, foram alcangadas em meios com concentragdo de lactose na faixa de 50,0 a 70,0 g/L

e na maior concentraciio de extrato de levedura estudada, que foi 12,0 g/L.

Quanto o desempenho do minifermentador:

Na fermentagio efetuada em minifermentador, a concentrago celular foi praticamente
a mesma daquela encontrada na fermentagfo realizada em incubador rotativo, com um valor
de 5,3 g/L. Com relagdo a atividade enzimatica, a fermentacéo realizada em fermentador foi
superior, atingindo 27,0 UGVmL, contra 20,0 UG/mL no incubador rotativo, além de que o
consumo de lactose foi total no fermentador, € incompleta na fermentacdio em incubador

rotativo. Isto comprova a superioridade do processo realizado em minifermentador em

relagiio aquele realizado em incubador rotativo.

Quanto a utilizagiio de soro de queijo

O soro de queijo constitui-se em um subproduto da inddstria queijeira com grande
potencial para ser utilizado como meio de cultura da levedura em questdo, mostrando-se uma
opgdo atrativa de custo muito menor que 0s meios sintéticos e uma alternativa para redugio

do poder poluente do soro.

5.2 - SUGESTOES

Diante dos resultados obtidos, apresenta-se como sugestdio para trabalhos futuros a
continuagdo do trabalho em fermentador, estudando a aeragdo do meio e o controle de pH,
visando obter uma alta densidade celular.

Além disso, seria interessante purificar a enzima produzida, testando os processos

tradicionais de purificacdo e estudar a estabilidade desta enzima produzida.
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Na Tabela A.1 & apresentada a compo

Tabela A.1: Composigdo do leite de

ANEXO A
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mamiferos domésticos € €X

sigio média do leite de mamiferos

,___.—-————__——__-———
solidos totais (%)

1988).

&Mamifero Lipideos (%) proteinas (%) | lactose (%)

Boi 3.7 34 4,8 12,7
Homem 3.8 1,0 7,0 12,4
1&_____——-—— ’

Carneiro 74 is,,._.-—-— 4.8 19,3

/ r____’__,_—————"‘——"_-

Dromeddrio 45 3.6 5,0 13,6
Cavalo rl"’g’/ 25 6,2 11,2
Lhamma 374”””1 ’7’3’/’/ 6.0 16,2
N m— 21,9
Elefante mdiano | 11,0 j,f//’_‘l’?
L“—‘—'_'—'-’

Cachorro 12.9 7.9 3,1 23,5
Gato 4,8 7’0 4,8 17,:
Porco 6,8 4,8 5,5 8
TP p—— 4,9 22,6
Hamster dourado |4, ’9:%//’/_,1

acaco Rhesus |40 ’ =3
Coelho 18,3 13:9// 2,1 s
Mink 73 2,0 21,2
? . -

e 3,4 //J/

perimentais (WONG et al.,
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ANEXO B

METODOS ANALITICOS

BI - DETERMINACAO DE ATIVIDADE ENZIMATICA

Na Tabela B.1 sdo apresentados 05 dados de absorbancia para a construgdo da curva
padrio utilizada em todos os ensaios para determinagdo da atividade enzimatica para o pH 6,5

€ a temperatura de 30°C.

I~ Preparo da solugio mie de glicose:

se isenta de umidade € avolumar para 100 mL. Esta solugdo

Pesar exatamente 3,0 g de glico

contém 0,03 g/mL ou 3 g/L.

2- P reparar 6 baldes de 10 ml e pipetar:
_ solugdo final 0,0001 g/ml ou 0,3 g/L
final 0,0002g/ml ou 0,6 g/L

b ol ,
, )

Baldo 1: 1ml da solugdo mée e avolumar para 10 mL
e avolumar para 10 mL - SOlUQﬁ?

Baldo 2 : 2ml da solugdo mée
Baliio 6: 6 mL de solugio mie € avolumar para 10 mL - solugdo final 0,001g/ml ou 3 g/L

¢do em tubos de ensaio, com 2 mL de solugdo de glicose —

3- Pipetar 20 pL de cada solu

oxidade preparada anteriormente através do Kit;

B1) Construir a curva de calibragi:

(eiXO X),
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gressdo linear, na forma:

B
2) Montar a equagdo pela e

C —
onc(y)=a+b. absorbéncia ( ¥)

roximo de {. Caso fique longe deste valor

Verificar que o valor do R deve ser 0 mais P

repeti
petir a curva padréo.

da atividade enzimatica

Tabela B.1 — Valores obtidos para2 curva padrdo pard determinagdo
Concentragao deglicose (g/L) Absorbancia (nm)
0,3 ' 0,153
0, 0,278
0, 0,272
12 0,460
| - 573

s

Curva padriio - c=2912 x - 0,1434
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B2 - DETERMINACAO DOS ACUCARES TOTAIS - LACTOSE

is, calculados como lactose, sdo

Neste método analitico analitico os agucares total
posto por BARALLE (1985) e por

Cterminados através do método fenol-dcido sulfiirico, pro

RECH (1998),
Preparagio dos reagentes utilizados na curva padréo

> Preparo da Solugio- Mie
e lactose isenta de umidade e avolumar para 1 litro de

Pesar analiticamente 0,1 g d
agua destilada. Esta solucdo contém 100 mg/L Guardar esta solugdo em baldo volumétrico na

geladen‘a_

> Preparo da Solugio Fenol 80 % .
Pesar analiticamente 80 g de fenol € dissolver em 100 ml de agua destilada. Guardar

Cs ~ i
ta solugo em baldo volumétrico na geladeira.

Determinac i
tterminagiio da curva padrio

L. Preparar a solugdio mée de lactose;

2 Pr eparar 5 tubos de ensalo comroscac pipetar:

A\
> Concentragio 20g/L Tubo 1: 160 ul da soluga

de soluedo fenol 80% e 2mL d

> Concentraciio 40g/L - Tubo 2:320 plda solugao

de solugo fenol 80% e 2mL de dcido gulfiirico. o o st 5l
> C : 3. 480 pl da solugdo mMacs

oncentra¢io 60g/L - Tubo
Solugdo fenol 80% e 2mlL de 4cido S

> Concentragio 80g/L - Tubo 4: 6

4o mae, 640 ul de dgua destilada, 48ul

e 4cido sulfurico. . ‘
mie, 480 plde 4gua destilada, 48 pl

ulfarico. ’ . 4
40 ul da solugdo mae, 160 pl gua destilada, 48 ul de
H o

solugio fano] 80% e 2mlL de 4cido sulfiirico- fugdo mée 48 pl de solugdo fenol 80% e
> s 5: 800 pl da s ’
Concentraggio 100g/L - Tub 5
¢ao 10Ug/x 4
2mL de 4cido sulfurico. | do fgua e stilada, 48 pl de solugiio fenol 80% e
e

Para preparar o branco, pipetaf 800 B

de 4cido sulfiirico.
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3. P
Preparar todos os tubos em duplicata e 0 branco;

a completa homogeneizagdo € incubar por 30 minutos & temperatura

4. Agitar bem par
ambiente;

S. i
Calibrar o espectrofot(‘)metro (Modelo B 380 da
o os valores.

de concentragdo (eixo y) versus

Micronal) em Z€ro, a 490 nm;

6. . . .
Realizar a leitura de absorbancia em, anotand

7. . .
Construir a curva de calibracéo, pelo grafico

absorbancia (eixo X);

8. ~ .
Montar a equagio pela regressdo linear, 12 forma:

‘
Conc(y)=a+Db absorbancia (X)

elagio R deve set O mais proximo de 1. Caso fique longe deste

OBS: O coeficiente de co1T

val :
or, repetir a curva padrdo.

izada nos experimentos.

o da curva padrdo util
io adicionando 50

E
xemplo para obtenga
e colocou em um tubo de ensa

Pipetou-se 800 pL de agua destilada
fiarico (PA)-

mogeneizagdo © incubou p
metro a 490 nm.

uL de solugfio de fenol 80% ¢ 2 L, de cido sul
or 30 minutos a

para completa 1o

Agitou bem 0 tubo
de abs

ando a leiturd orbancia em espectrofotd

te i i
mperatura ambiente, realiz

o do método fenol — acido sulfirico

febela B.2: VabM
//Egsz/’/ Lactose (g/L)
o 44,211

Lactose
T 0,753
0,582 ;/33,992 -
27.119

0,467 //
G150 P

0.180

= 74,7 abs — 0,985

fiirico (padric)

Curva fenol - jcido sul
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ANEXO C

No Anexo C sfo apresentadas as tabelas com os resultados obtidos dos experimentos

Preliminares e do planejamento fatorial.

Anexo C1 - Valores Experimentais Preli
lactose no meio, pH, e atividade enzimatica para as fermentagdes realizadas.

Na Tabela C.1 sio apresentados os valores €
da levedura Kluyveromyces marxianis ATCC 46537 em
tom lconcentragﬁo inicial de 50 g/L, suplementada com

Mg,S0,.7H,0 nas concentragdes de 6,0; 5,0 ¢ 0,6 g/L, respectiv
36 g/L. ’

;’ Tabela C.] — Valores experimentais pard fern
de sal

(PA), S= 50 g/L, em presen¢d s ¢ extrato de leveduraa 6 g/L.

minares para a massa celular seca, concentragfo de

xperimentais encontrade na fermentagéo
meio contendo solugdo lactose (PA)
os sais (NHs)2.SO4, KH,PO4 €

amente, e extrato de levedura

rmentagdo em meio a base de solugdo lactose

Concentragio T O o Wm; [ Lactose | pH- Ativ'idzfde Ati'vida.de
de lactose extratode | forment. | S€°8 (abs) (gL) | fermen enz:me'lt. enzimatica
(L) levedura | (horas) | (@) t | (@Lmin) | (UGVmL)
5 e (g;L) - W@” ﬂ 5,33 0,0 0,0
| 5 y ""2"’”’27”/’ G710 ﬂ 533 | 0,00288 9,2560
5 _ /r"z,’ﬁ"’(i@’ ﬂ 4,87 | 0,05464 418568
; 5 ”’("WW ﬂ 3.08 | 0,17469 | 15,528
( = 6 »7’”7715/7’63"’ 2,857 3,81 0,2818 25,048
, 6 —00 | 3,81 | 02773 | 24.6488
0 6 0| o,o 381 | 02816 | 250311
50 3 12 _,,,’_,—-—J ,




Anexos

72

Na i i
Tabela C.2 sio apresentados os valores experimentais encontrados para as

fermentacs
nt L \ . .
agdes preliminares 4 base de soro de queyo, desproteinado por acidificagfo, sem

adi 50 d Y M . ~
¢do dos sais com variagdo nas concentragdes do soro de leite em pé e extrato de levedura

Tab . .
ela C.2 - Valores experimentais para as fermentacGes & base de soro de queijo

desproteinado por acidificacdo, sem adicdo dos sais.
Concentragdo | Tempo de [ Massa | Lactose pH- Atividade | Atividade
de extrato de | fermentagd | secd (abs) | fermentagd | enzimdtica | enzimdtica
levedura (g/L) | o (horas) (g/L) 0 (¢/L.min) | (UGYmL)
12 0 2,87 | 0,628 5,38 0 5
B lé 2 3,15 0,520 5,19 YO,05324 ‘ 47288
12 | 342 | 0350 5,12 00814 | 7.2355
2 6 3,63 | 0275 5,12 0,1668 | 14,8266
3 —5 [ 3.5075 | 0,178 5,12 0,1523 | 13,537
7 —g | 3,6525 | 0,071 5,12 0,10582 9.41
30 7 —T’ng‘“ 0.0 | 512 0,1023 9,093
T T L
50 0 | 18 0465 | 510 0,0 0,0
50 5 —— 205 | 0226 | 487 0,0 0,0
50 ; .———T——————Zggf’a‘ﬂr 4,76 0,0 0,0
50 5 _.,——6/-7:52’5" 0,051 | 458 0,0 0,0
5& 5 - f—zgg’““’o”’" 4,58 0,0 0,0
& _____O_,._,__.Tﬂ-»—-zgg"""a”’ 4,58 0,0 0,0
& ____0____,._,72-/72 4,55 0,0 0,0
60 MHI/TATW 535 0,0 0,0
o - /5/7:597*’0775’ ,,_5-’35 0,0 0,0
60 *“'T“"/Z/’ZZ’F 0,530 4,85 0,0 0,0
eI - |1 | 030 4,76 0,0 0,0
60 —— ""’/”"/8//1 ﬁ,} ,,O,’l,ziJ 4,50 0,0 0,0

Aol

wamad N



Anexos 7
Continuagdo da Tabela C.3.
60 0 10 2105 | 0054 | 453 0,0 0.0-
60 0 2 39 | 00 4,53 0,0 0,0
B 6 0 18 | 1,080 - 0.0 0.0
60 6 2 226 | 0,922 . 0,00005 | 0,854722
60 g 1 369 | 0,530 - 0,03846 | 3,63233
60 6 6 5357 | 0,127 - 0,10823 | 10,2217
60 6 3 5.71 0,060 ~ 0,10719 | 10,1235
R 0 582 | 00 - 0.10387 | 98099
% c D 5.8 0,0 0,100 8,888
\ [
$ 0 ) 2737 | 1,413 5,10 0,0 0,0
% 0 1| 2835 | 1,370 4,98 0,0 0,0
0,0 . 0,0
T — Az | L | 49T ,
~0.830 | 0,0 0,0
$ 5 0] 5012 | 0830 4,53 | |
B s | 08 | 46 00 | 0
0 12 s ‘ ’
\j //J_/_/_J
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Anex
() - i i
C2 - Resultados experimentais para a massa celular seca, concentragdo de lactose no

meio . . . e ~ .
, PH, ¢ atividade enzimdtica para as fermentages realizadas a base de soro de queijo

Este anexo apresenta as tabelas dos resultados apresentados no Capitulo 4 e pertencem

a0 planejamento fatorial.

da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537
ncentragdo inicial de 30 g/L, suplementada com

queijo, desproteinado por acidificagdo com ¢o

0s sais (NH4),SO4, KH2PO4 € MgZSOﬂH

respectivamente, sem adigio de extrato de levedura.

Tabela C.3 — Valores experimentais
queijo, desproteinado por acidificag

Na Tabela C.3 sio apresentados os valores experime
em meio contendo solu¢do de soro de

adi¢do de extrato de levedura.

iol::':nt. [ Concent, de | Tempo
0se | extrato de de
(&) levedura ferment.
* (g/L) (horas)
w 0 0
$ 0 2
$ 0 4
$ 0 6
T R
$ 0 10
~_ | 0 12

Curva padrdo para atividade enzimatica -

para fermentagdo €

C = ——0,14340 + 29914 X

ntais encontrado na fermentagéo

,O nas eoncentragoes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L

m meio contendo solugdo de soro de
30 g/L, em presenca de sais e sem

40, S=

Wm@tose pH- | Atividade | Atividade
seca | (abs) (/L) | ferment | enzimdtica | enzimatica
(/L) acdo (g/L..min) (UGl/ml)
577 | 0490 | 28494 5,5 0,0 0,0
596 | 0460 | 27239 | 59 0,0419372 | 3,72775
——z—g——*ojg’m"“ 19,590 | 5.5 0,06208 5,5182
——W”@jﬁ‘r’ 5845 | 537 | 0,09963 8,8562
733;’”’6;1'6'2” 53075 | 537 | 0,1066 9,4755
77(»/@-9-2’"’4‘,'7‘0‘9’ 537 | 011412 | 10,14417
?WE 537 | 0,1066 9,4755
L
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Na Tabela C.4 sdo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagdo

da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugdio de soro de

queijo, desproteinado por acidificagdo com concentragio inicial de 30 g/L, suplementada com

os sais (NHg),SOs, KHoPO4 € Mg;S04.7H,0 nas concentragdes de 6,0; 5,0 ¢ 0,6 g/L,

respectivamente, e extrato de levedura a 6 g/L.

Tabela C.4 — Valores experimentais para fermentagdo em meio contendo solugdio de soro de
queijo, desproteinado por acidificacio, S= 30 g/L, em presenga de sais € extrato

Curva padréio para atividad

e enzimatica -

C =-0,14340 + 2,914 x

de levedura a 6 g/L.
Wﬁempo de | Massa | Lactose | Lactose | pH-— Atividade Atividade
de extrato de | fermentagd | seca (abs) (g/L) ferment. | enzimatica | enzimatica
levedura (/L) | o (horas) (g/L) (g/L.min) (UGV/ml)
6 0 2,7 0487 | 28315 | 544 0,0 0.0
G 307 | 0346 | 19888 | 519 | 0,05939 5,2791
G 1 | 3,69 | 0,130 | 6,980 5,11 0,0832 7.3955
5 — [ 4642 | 0025 | 0706 | 511 0,1107 9,84
S — 415 | 0 | 09 5,11 0,12483 11,096
\T___,:l——ijzﬂi 0?0 5,11 0,1346 11,964
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Na Tabela C.5 sdo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagdo

daevedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugda.de soro de

queijo; desproteinado por acidificagio com concentragdo inicial de 30 g/L, suplementada com
05 sais (NH4),SOs, KH,POs ¢ Mg2SO4.7H,O nas concentragdes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L,

respectivamente, e extrato de levedura a 12 g/L.

Tabela C.5 — Valores experimentais para fermentagdo em meio contendo solugdo de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo, S= 30 g/L, em presenca de sais ¢ extrato

de levedura a 12 g/L.

Massa | Lactose | Lactose pH- | Atividade | Atividade

(abs) (¢/L) | ferment | enzimdtica | enzimdtica
(g/L.min) | (UGl/ml)

Concent. Concent, de | Tempo de

d
¢ lactose extrato de | fermentag | seca

(&/L) levedura | do (horas) (gL
(g/'L)

30 0 G 1 293 | 0498 | 28972 54 0,0 0,0
& 12 2 3317 | 0448 | 25984 [ 518 | 0,094435 | 83942
3 T [ 1 1 363 | 0245 | 13853 | 518 0,15621 13,8853
$ _ — 5 |00 0.0 5,21 0,19272 17,1306
3 - : WT 0,0 5,21 0,2127 18,9066
30 TTW’@_—— 0,0 5,21 0,2138 19,0044
—o7 1 00 | 00 5,21 0,223416 | 20,1258

S R A R

- At ~ ~0.14340 + 2,914 x
Curva padriio para atividade enzimatica - C 0,




\%-%,_;;_.;__;w,_,; I e e
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respectivamente, sem adigdo de extrato de levedura.
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Na Tabela C.6 sdo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagfo

da levedura Klupveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugfo de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo com concentragdo inicial de 50 g/L, suplementada com

0s sais (NH4),S04, KH,POs ¢ MgySO4..7H,O nas concentrages de 6,0; 5,0 ¢ 0,6 g/L,

Tabela C.6 — Valores experimentais para fermentagdo em meio contendo solugfo de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo, S= 50 g/L, em presenca de sais e sem

adico de extrato de levedura.

COHCent_ de

(2/L)

Rkkaa]

Atividade

Concent. | Tempode | Massa | Lactose Lactose | pH- | Atividade
de extrato | ferment. seca (abs) (g/L) | ferment | enzimdtica | enziméat
de (horas) (gL) (g/L.min) | (UGl/ml)
levedura
(g/L) ‘
o0 | 28025 | 0753 | 44211 5,5 0,0 0,0
.’"’2"’" 73,04 0.709 | 41,581 4,9 0,012 1133
0 ) 3495 | 0582 | 33992 | 467 | 007835 ( 7,3997
o | 6 | 3787 27,119 | 446 | 0,12335 f 12,0260
0 — 0| 42775 | 0.180 9,968 427 | 0,12093 11,4211
0 12 4,067 7578 | 427 | 012325 | 11,6412

C =-0,14340 + 2,914 x

Curva padriio para atividade enzimatica -
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Na Tabela C.7 sfo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagio

da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugdo de soro de

queijo, desproteinado por acidificagdo com concentragdo inicial de 50 g/L, suplementada com

os sais (NH4)2S0s, KHPOs ¢ Mg:SO4.7H,0 nas concentragdes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L,

respectivamente, € extrato de levedura a 6 g/L.

Tabela C.7 — Valores experimentais para fermenta¢do em meio contendo solugdo de soro de
queijo, desproteinado por acidificacdo, S= 50 g/L, em presenca de sais e extrato

de levedura a 6 g/L.
/ Oncent. de | Concent. de | Tempode | Massa | Lactose | Lactose | pH-— | Atividade | Atividade
"tose (g/L) | extrato de | ferment. seca (abs) (g/L) | ferment | enzimitica | enzimat.
levedura (horas) (g/L) (g/L.min) (UGV/ml)

— (&/L)
50 6 0 2,783 | 0,823 | 48,394 | 5731 0 0,0
/%o 6 2 3,05 [0,790 [46,4224| 5,15 | 0,008065 I 1,0719
/ 50 6 4 3,92 | 0,703 | 41,223 | 4,78 | 0,08908 ] 10,5135

50 6 6 4,783 | 0,576 | 33,633 | 4,76 0,14789 ] 15,3292
50 3 8 5337 | 0,400 | 23,116 | 4,76 | 0,22396 i 17,60338 }
50 6 10 5255 | 0256 | 14,510 | 4,76 | 0,15384 ) 20,0071 ]

Curva padréio para atividade enzimatica -

C =-0,14340 + 2,914 x
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Na Tabela C.8 sdo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagdo -

da levedura Kiuyveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugiio de soro de

queijo, desproteinado por acidificagdo com concentrago inicial de 50 g/L, suplementada com

0S sais (NHy),S0;, KH,POs ¢ MgSO4.7H,O nas concentragdes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L,

Tespectivamente, e extrato de levedura a 12 g/L.

Tabela C.8 — Valores experimentais para fermentagdo em meio contendo solugiio de soro de
queijo, desproteinado por acidificago, S= 50 g/L, em presenca de sais e extrato

de leveduraa 12 g/L.

Concent. e Concent. de | Tempo | Massa | Lactose | Lactose | pH~ | Atividade | Atividade
lactose (g/L) | extrato de | de seca |(abs) |(gL) |ferm. | enzimitica | enzimat.
levedura ferment | (g/L) (&/L.min) | (UGVml)
(g'L) (horas)
S0 12 [ 0 2.807 | 0,819 | 48,155 | 5,23 0,0 0,0 /
50 12 ] 2 |3,3837] 0,773 45,406] 510 | 0,09786 ] 8,6986 ]
50 12 4 3,886 | 0,690 | 40,446 | 493 | 0,15852 I 14,09066 ]
S0 12 6 5032 | 0,554 | 32319 | 47 | 0,20019 , 17,79461
50 12 8 5,09 ] 0,345 | 19,829 | 50 0,271 ’ 24,0888 ’
30 12 0132604 0,125 | 6682 | 50 | 03013 I 26,78227
50 12 12 N 5,3139 | 0,030 0,0 5,0 0,3205 I 28,4888]

Curva padrio para atividade enzimatica -

C =-0,14340 + 2,914 x
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Na Tabela C.9 sdo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagio

da levedura Kluyveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugdo de soro de
qQueijo, desproteinado por acidificacdo com concentragdo inicial de 70 g/L, suplementada com

0s sais (NHj),SOs, KH,PO; ¢ MgySO4.7H20 nas concentragdes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L,

respectivamente, sem adicdo de extrato de levedura.

Tabela C.9 ~ Valores experimentais para fermentagdo em meio contendo solugdo de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo, S= 70 g/L, em presenca de sais e sem

adicdo de extrato de levedura.

C
fm Concent. de | Tempo | Massa | Lactose Lactose | pH— | Atividade | Atividade
(g/L) | ferm. | enzimdtica | enzimat.

|
actose (g/L) | extrato de de seca (abs)
levedura | ferment | (g/L) (g/L.min) | (UGI/ml)

(&L) (horas)
66,681 | 5,50 0 0

e 0 0 12757 | 1,129
70 0 51595 | 1,069 | 63095 | 540 | 00129 | 114666
& 0 50z | 1029 | 60,705 | 530 | 00141 | 12533
70 0 =350 | 0970 | 57179 | 475 | 003313 | 29448
70 0 c 14082 | 0632 | 36980 | 472 | 002301 | 2,04533
70 0 79 | 0443 | 256856 | 472 | 001208 | 1,0737
70 0 _ILJEW 11873 | 472 | 001250 | 11111

Curva padriio para atividade enzimética - C =-0,14340 + 2914 x
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da levedura Kluyveromy

queijo, desproteinado por acidificagio com concentragio inicial de 70

os sais (NH;),S0s, KHoPOs € Mg,SOs.

Na Tabela C.10 s

jo apresentados os valores experimentais encontrado na fermentacao

ces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solugéo de soro de

g/L, suplementada com

7H,O nas concentragdes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L,

respectivamente, e extrato de leveduraa 6 g/L.

¢do em meijo contendo solugdo de soro de

Tabela C.10 ~ Valores experimentais para fermenta
S= 70 g/L, em presenga de sais e extrato

desproteinado por acidificagdo,

a6gl.

Tempo | Massa Lactose | Lactose | pH— Atividade | Atividade
de seca (abs) (g/L) ferm. | enzimatica enzimat.
ferment | (&/L) (g/L.min) (UGl/ml)
(horas)
0 2725 | L1111 65,6053 | 5,5 0 0,0
2 3,1925 | 0,930 54,75 5,22 0,10161 9,032
4 41625 | 0,651 38,115 | 5,00 0,1519 13,5022
6 5,84 0,300 | 17,140 4,80 0,2141 18,792
19,1555
8 6,1925 0,182 10,088 | 4,80 0,2159 ,
10 6,6425 0,182 10,088 | 4,80 0,2044 18,1688
— 15 | | 18,8177
12 6,252 0,182 10,088 | 4,80 0,2117 ,
o

queijo,
de levedura
Concent. de | Concent. de
lactose (g/L) | extrato de
levedura
(¢/L)
70 6
70 6
70 6
T | 6|
% |
0| 6
S
J—

Curva padrdo para ativid

C = -0,14340 + 2,914 x

ade enzimatica -
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Na Tabela C.11 so apresentados os valores experimentais encontrado na fermentagfo
da levedura Kiuyveromyces marxianus ATCC 46537 em meio contendo solucdo de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo com concentragdo inicial de 70 g/L, suplementada com
os sais (NH4),SO4, KHoPOs ¢ Mgy,SO4.7H,0 nas concentragdes de 6,0; 5,0 e 0,6 g/L,

respectivamente, e extrato de leveduraa 12 g/L.

Tabela C.11 — Valores experimentais para fermentagfo em meio contendo solugio de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo, S= 70 g/L, em presenca de sais e extrato

de levedura a 12 g/L.

[ Concent. de Concent. de Tempo de | Massa | Lactose | Lactose | pH~ Atividade -
lactose (g/L) extrato de ferment seca’ (abs) (/L) ferm. enzimat.
levedura (g/L) | (horas) (g/L) (UGl/ml)
70 12 0 29775 | 1,149 | 67,876 | 55 0
70 12 2 4,2525 0,950 55,984 5,07 8,84053
=0 12 4 498 | 0,700 | 41,044 | 490 | 1601048
70 12 6 5,84 0,210 11,761 4,73 26,7822
70 12 8 6,657 0,074 3,634 4,73 29,4755
70 12 10 6,88 0,0 0,0 4,70 29,2622
70 12 12 6,717 0,0 0,0 4,70 26,622

Curva padriio para atividade enzimatica- C = —0,14340 + 2,914 x
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ANEXO D

O Anexo D refere-se a fermentagio efetuada no minifermentador. Na Tabela D.1 sdo

apresentados os resultados desta fermentagéo.

Tabela D.1 — Valores experimentais para fermentagdio em meio contendo solugdo de soro de
queijo, desproteinado por acidificagdo, S= 50 g/L, em presenga de sais ¢ extrato

de leveduraa 6 g/L.
Concent. | Concent. de [ Tempode | Massa | Lactose Lactose f pH~ | Atividade | Atividade | Concent
de lactose | extrato de ferment. | seca(g/L) | (abs) (gL) ferme | enzimatic | enzimatic | de Etanc
(g’L) levedura (horas) n a a (g/L)
(g/L) (¢/L.min) | (UGI/ml)
50 6 0 2,96 0,755 | 44,330 | 5,75 0,0 0,0 0,0
50 6 3 3,7547 0,520 | 30,287 | 5,5 | 0,08926 7,935 0,0
50 6 6 4,7214 0,385 | 22,219 | 5,30 | 0,19885 | 17,676 0,0
50 6 9 4,9928 0,249 | 14,092 | 5,10 | 0,2887 | 25,6622 1,548
50 6 12 5,2452 0,0 0 4,90 | 0,3036 | 26,9862 1,64

Curva padriio para atividade enzimatica - C =-0,14340 + 2,914 x



