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RESUMO. O objetivo deste trabalho foi avaliar a composi¢io do meio de cultura para a
producio da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus CCT 7082 utilizando a
técnica de delineamento experimental. A produgio da enzima foi realizada em meio
composto por soro de queijo, dgua de maceragio de milho (AMM) e hidrolisado de
levedura Prodex-lac® e sais. Foi realizado um planejamento experimental fracionirio (2°)
para determinar as varidveis significativas na produgio da enzima. Foram testadas diferentes
concentragdes de lactose presente no soro de queijo (10 a 70 g L''), AMM (10 a 100 g L),
Prodex-lac (4220 g L"), (NH,),SO, (0 a 10 g L") e o pH (5 a 7). As varidveis concentragio
de lactose, AMM e o pH apresentaram efeito estatisticamente significativo na atividade
enzimdtica dentro das faixas estudadas, sendo estas varidveis empregadas num delineamento
composto central rotacional para otimizar a produgio da enzima. As faixas testadas foram:
concentragio de lactose de 40 a 100 g L', AMM de 10 a 120 g L' e pH de 3,5 a 6,5. As
condigdes que resultaram em maior atividade enzimitica (1400 U g") foram 70 g L' de lactose,
65 gL' de AMM, 4 g L"! de Prodex-lac e pH 5, obtendo uma produtividade de 61 U L™ h™.

Palavras-chave: delineamento experimental, soro de queijo, 4gua de maceragio de milho, Prodex-lac.

ABSTRACT. Use of agroindustrial residues in biotechnological process by beta-
galactosidase production from Kluyveromyces marxianus CCT 7082. The objective of
this work was to evaluate the composition of the culture medium for the production of the
enzyme [B-galactosidase from Kluyveromyces marxianus CCT 7082 using an experimental
design. Enzyme production was carried out in a medium consisting of cheese whey, corn
steep liquor (CSL) and Prodex-lac® yeast hydrolyzate. A factorial fractional design (2°') was
performed to determine the significant variables in the production of the enzyme. Different
concentrations of lactose present in whey (10-70 g L"), CSL (10-100 g L"), Prodex-lac (40-
20 g L, (NH,),SO, (0-10 g L") and pH (5-7) were tested. Lactose concentration, CSL and
pH were the variables that showed a statistically significant effect on enzyme activity within
the ranges studied, and these variables were used in a central composite rotatable design to
optimize production of the enzyme. The ranges used were: lactose concentration 40-100 g L™,
CSL 10-120 g !, and pH 3.5-6.5. The conditions that resulted in higher enzyme activity (1400
U g!) were 70 g L lactose, 65 g L' CSL, 4 g L' Prodex-lac and pH 5, yielding 61 U L™ h™’.

Keywords: experimental design, cheese whey, corn steep liquor, Prodex-lac.

Introducao

O estudo de meios industriais de fermentagio
para obtengio de produtos biotecnoldgicos tem
recebido grande atencio nos Gltimos anos. Diversos
coprodutos e matérias-primas da indastria de
alimentos e da agroindtstria tém sido empregados
para obtencio de produtos biotecnoldgicos, pela alta
disponibilidade e por representarem fonte alternativa
de baixo valor comercial (SILVA et al., 2009,
ERNANDES et al., 2010).

Entre esses produtos biotecnolégicos destaca-se
a produgio de enzimas, a qual é frequentemente
limitada pelos custos dos substratos utilizados para
o cultivo dos micro-organismos. Estima-se que
aproximadamente 30-40% do custo envolvido na
producio de enzimas é devido ao meio de cultura
utilizado para o
organismos, portanto sua otimizagio ¢ de grande

crescimento  dos  micro-

importincia para a redugio de custos (JOO;
CHANG, 2005).
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A enzima B-galactosidase (EC 3.2.1.23)
encontra-se entre as enzimas de grande interesse
industrial empregada na hidrélise da lactose de leites
e soro de queijo, obtendo, assim, alimentos com
baixos teores de lactose, cujo resultado é a melhora
da solubilidade e da digestibilidade de leites e
derivados lacteos, tornando-os ideais a
consumidores intolerantes a este agticar (HUSAIN,
2010). Recentemente, tém sido empregada na
produgio  de  galactooligossacarideos  (GOS)
(MANERA et al., 2010; PARK; OH, 2010), agticares
funcionais que trazem diversos efeitos benéficos a
saide de seus consumidores, tais como reducio de
metabdlitos toxicos, prevencio do cincer de cdlon,
aumento da tolerincia 2 lactose e da absorcio de
cdlcio com consequente reducio dos riscos de
osteoporose  (MARTINS; BURKERT, 2009,
OTIENO, 2010).

Um dos principais coprodutos agroindustriais
empregados na produgio da enzima B-galactosidase
como fonte de carbono é o soro de queijo
(SANTIAGO et al, 2004; PANESAR, 2008;
OBEROI et al, 2008), porém de acordo com
Vasiljevic ¢ Jelen (2001), o crescimento do micro-
organismo ¢ a produgio da enzima em meio,
contendo somente soro de queijo, é praticamente
desprezivel, sendo necessiria a sua suplementagio
com fontes de nitrogénio, sais minerais e vitaminas.
Como alternativa para suplementagio do soro, e
visando o reaproveitamento de outros coprodutos,
pode-se empregar a dgua de maceragio de milho,
como fonte de nitrogénio e sais minerais em
substituicio 4 peptona e o Prodex-lac, um produto
comercial com composi¢io similar do extrato de
levedura, como fonte de nitrogénio e vitaminas.

Considerando que o Brasil gera quantidades
expressivas de soro de queijo e dgua de maceragio de
milho, desenvolveu-se o presente trabalho para
avaliar fontes alternativas de carboidrato, nitrogénio
e vitaminas para produgio da enzima B-galactosidase
por Kluyveromyces marxianus CCT 7082 utilizando a
técnica de delineamento experimental.

Material e métodos
Substratos agroindustriais

Os substratos agroindustriais utilizados foram:
soro de queijo em pé cedido pela Cosulati—Pelotas,
Estado do Rio Grande do Sul, composto por 45% de
lactose, 12% de proteinas ¢ 8% de sais minerais ¢
vitaminas; e a dgua de maceragio de milho (AMM),
cedida pela Corn Products—Mogi Guagu, Estado de
S3o Paulo, composta por 53% de matéria seca, 43%
de proteinas bruta, 15,5% de sais minerais. O
hidrolisado de levedura Prodex-lac® em pé foi
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adquirido da Inddstria Prodesa—-Mogi Mirim, Estado
de Sio Paulo, com 44% de proteinas ¢ 0,32% de
cloreto de s6dio em sua composicio.

Micro-organismo e condigoes de cultivo

A levedura Kluyveromyces marxianus CCT 7082,
adquirida da Colecio de Culturas Tropicais (CCT)
da Fundacio André Tosello-Pesquisa ¢ Tecnologia—
Campinas, Estado de Sio Paulo, previamente
selecionada por Manera et al. (2008), foi empregada
para produgio da enzima B-galactosidase. O micro-
organismo foi mantido em tubos com tampa de
rosca contendo caldo YM com glicerol 10% (v v'') e
congelados em freezer a —18°C.

A enzima p-galactosidase foi produzida por
fermentacio submersa, em frascos Erlenmeyers de
500 mL contendo 150 mL de meio de cultura a
30°C, 180 rpm (LUKONDEH et al. 2005). As
fermentagdes iniciaram com 10% (v v'') de inéculo
(NOR et al., 2001). As concentracdes de lactose
presente no soro de queijo, dgua de maceragio de
milho (AMM), Prodex-lac, (NH,),SO, ¢ o pH
inicial do meio variaram de acordo com o
delineamento  experimental  (Tabela 1). As
concentragdes de KH,PO, e de MgSO,.7H,O foram
fixadas em 5 € 0,4 g L', respectivamente, de acordo
com Manera et al. (2008).

Antes de ser empregado nas fermentagdes, o soro
de queijo, apds dissolugio em dgua destilada para
atingir a concentracio desejada de lactose, passou
por um tratamento termodacido para
desproteinizacio, o qual consistiu em ajustar o pH
para 4,6 com acido acético e posterior aquecimento
(90°C por 15 min.), e, em seguida, as proteinas
precipitadas foram retiradas por filtragio a vicuo
(MATHEUS; RIVAS, 2003) e a solugio de soro de
queijo esterilizada por filtragdo com membrana de
0,2 pm (RAJOKA et al. 2003). A dgua de maceragio
de milho, apés ser diluida na concentragio descjada,
foi centrifugada para retirada do material insolavel, e
esterilizada por filtragdo com membrana de 0,2 pm.
O Prodex-lac e os demais reagentes foram
preparados com dgua destilada e esterilizados em
autoclave a 121°C por 15 min.

Delineamento experimental

Os efeitos das varidveis na concentragio de
lactose presente no soro de queijo, dgua de
macerag¢io de milho, Prodex-lac, (NH,),SO,, e o pH
na producio da [-galactosidase foram avaliados
usando um delineamento experimental fracionirio
2>! com a adigio de trés ensaios no ponto central. As
faixas estudadas foram selecionadas de acordo com a
literatura ¢ estio apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1. Niveis codificados e concentragbes das varidveis
estudadas nos delineamentos experimentais, em que X;, X5, Xs,
X,, X5 sdo, respectivamente, lactose (g L), AMM (g L), Prodex-
lac (g L), (NH,),S0, (g L") ¢ pH.

Niveis X, X, X X, X,
Delineamento fraciondrio
-1 10 10 4 0 5
0 40 55 12 5 6
+1 70 100 20 10 7
DCCR
-1,68 40 10 - - 35
-1 52,1 323 - - 41
0 70 65 - - 5
+1 87,9 97,7 - - 5,9
+1,68 100 120 - - 6,5

Baseados  nos  resultados  obtidos  no
delineamento fraciondrio, realizou-se um
delineamento composto central rotacional (DCCR)
de acordo com Rodrigues e Iemma, (2009). Foram
realizados 17 ensaios (8 fatoriais, 6 axiais ¢ 3 no
ponto central) As varidveis independentes avaliadas
foram concentracio de lactose, concentragio de
AMM e o pH. Os niveis das varidveis estio
apresentados na Tabela 1. A anilise dos dados dos
delineamentos experimentais foi realizada utilizando
o programa STATISTICA versao 5.0.

Extracdo da enzima

A enzima f-galactosidase ¢ uma enzima
intracelular.  Para ruptura da parede celular
adicionou-se 1,1 g de pérolas de vidro (R < 0,4 mm)
para cada mL de célula em suspensio. A suspensio
foi submetida a um tratamento com ondas
ultrassdnicas, por 10 min. a 4°C. O sobrenadante foi
separado por centrifugagio a 6.000 X ¢ por 10 min. a
4°C e utilizado para determinac¢io da atividade
enzimitica (MANERA et al., 2008).

Um mililitro de célula em suspensio foi obtido
por ressuspensiao em tampio KH,PO, 50 mM com
MnCl,.4H,O 0,1 mM pH 6,6 de células equivalente
a 2,62 mg de células secas (NUMANOGLU;
SUNGUR, 2004).

Determinagoes analiticas

A atividade enzimdtica foi determinada usando
o-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (ONPG) como
substrato, segundo metodologia descrita por
Inchaurrondo et al. (1994). Em tubo de ensaio
contendo 2 mL de ONPG 1,25 mM, preparado em
tampio KH,PO, 50 mM com MnCl,.4H,0O 0,1 mM
pH 6,6, foram adicionados 50 pL da solugio
enzimitica. A solucio foi mantida a 37°C por 5 min.
em banho agitado, a reagio foi paralisada
adicionando 0,5 mL de carbonato de s6dio 1 M, em
seguida determinou-se a absorbincia a 420 nm, e
calculou-se a atividade enzimitica. Uma unidade de
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atividade enzimitica (U) é definida como 1 pumol de
o-nitrophenol produzido por minuto, sob as
condi¢gdes do ensaio. O coeficiente de extingio
molar do o-nitrophenol determinado
experimentalmente nestas condicdes foi 4,64 cm’
umol™.

A concentragio celular foi estimada por leitura da
absorbincia a 620 nm e convertida para peso seco
conforme curva-padrio. As células do caldo foram
coletadas por centrifugagio a 6.000 X g, 10 min.,
lavadas duas vezes com dgua destilada e
ressuspendidas com 4dgua para leitura da absorbancia.
Para a curva-padrio as células foram secas a 90°C até

peso constante (LONGHI et al., 2004).

Resultados e discussao

As condigbes experimentais  testadas no
delineamento experimental fraciondrio 2% estio
apresentadas na Tabela 2, bem como as respostas
para a atividade enzimitica mixima de cada ensaio e
o tempo de fermentacio em que ocorreu a mixima
atividade. As atividades enzimiticas miximas obtidas
neste delineamento variaram de 790,0 U g até
1733,7 U g, e o tempo de fermentagio necessirio para
atingir estes valores de atividade variaram de 24 a 72h.

Tabela 2. Matriz do delineamento experimental fracionirio 2%,
em que X, X5, X3, X,, X5 sio, respectivamente, lactose (g L),
AMM (g L"), Prodex-lac (g L"), (NH,),SO, (g L") e pH; Y é a
atividade enzimitica maxima (U g) e t é o tempo (h).

X, X, X X, X Y t
1 1 -1 -1 -1 1 8983 48
2 1 -1 -1 -1 -1 13171 48
3 -1 1 -1 -1 -1 12802 48
4 1 1 -1 -1 1 17337 48
5 -1 -1 1 -1 -1 9395 48
6 1 -1 1 -1 1 1430,0 48
7 -1 1 1 -1 1 12498 72
8 1 1 1 -1 -1 15282 48
9 -1 -1 -1 1 -1 13345 48
10 1 -1 -1 1 1 9395 48
11 -1 1 -1 1 1 792,0 24
12 1 1 -1 1 -1 17185 48
13 -1 -1 1 1 1 9135 24
14 1 -1 1 1 -1 1291,0 24
15 -1 1 1 1 -1 14594 48
16 1 1 1 1 1 14234 48
17 0 0 0 0 0 13236 48
18 0 0 0 0 0 1210,7 48
19 0 0 0 0 0 14841 48

As maiores atividades, 1733,7 e 17185 U g,
foram obtidas nos ensaios 4 e 12, respectivamente,
em 48h de fermentacio. As condigbes destes ensaios
foram 70 g L' de lactose, 100 g L' de AMM, 4 g L™
de Prodex-lac, para ambos os ensaios, a concentragio
de sulfato de amoénio foi 0 e 10 g L, para os ensaios
4 e 12, respectivamente e o pH inicial da
fermentagio foi 7,0 para o ensaio 4 e 5,0 para o
ensaio 12.
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O efeito de cada varidvel na atividade enzimitica
pode ser observado na Figura 1. As varidveis
concentragio de lactose e de dgua de maceragio de
milho e o pH apresentaram efeito estatisticamente
significativo a 90% de confianga; a concentracio de
lactose ¢ de AMM apresentaram um efeito positivo,
ou seja, ao passar do nivel -1 (menor concentragio)
para o nivel +1 (maior concentragio), houve
incremento na atividade enzimitica, ji o pH
apresentou efeito negativo, ou seja, ao passar do
nivel -1 para o nivel +1, houve diminui¢io da
atividade. As concentracdes de Prodex-lac e
(NH,),SO, nio apresentaram efeito estatisticamente
significativo dentro das faixas estudadas.

(1)Lactose 321

(2)AMM 2,72

(5)pH -1,93

(4)Sulfato de aménia -0,70

Curvatura 0,56

(3)Prodex-lac 0,34

p=0,1
Estimativa dos efetios (valor absoluto)

Figura 1. Estimativa dos efeitos para as concentragdes de lactose
presente no soro de queijo, 4gua de maceragio de milho, Prodex-
lac, (NH,),SO, ¢ o pH para o delincamento experimental
fraciondrio (25°).

Em funcio dos resultados obtidos neste
delineamento, as concentragdes de lactose e de dgua
de maceragio de milho e o pH foram selecionadas
para serem estudadas em um DCCR, em que se
aumentou as concentragdes de lactose e de AMM e
diminuiu-se os valores de pH. As concentragdes de
Prodex-lac e (NH,),SO, foram mantidas no nivel
-1, ou seja, 4 g L' de hidrolisado de levedura e o
sulfato de amonio foi retirado do meio ji que tinha
sido estudadode 0 a 10 g L.

O sulfato de amoénio foi empregado como fonte
inorginica de nitrogénio, porém pelos resultados
obtidos, a dgua de maceragio de milho e o Prodex-
lac forneceram a quantidade de nitrogénio
necessiria para o crescimento do micro-organismo
e produ¢io da enzima, nio sendo necessiria sua
adigio no meio de cultivo. O mesmo
comportamento foi observado nos trabalhos de Rao
e Dutta (1977) e Sonawat et al. (1981) em que a
producio da B-galactosidase foi pouco influenciada
quando o soro de queijo foi suplementado com
fontes inorginicas de nitrogénio, ao passo que
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quando o soro foi suplementado com fontes
orginicas de nitrogénio a atividade enzimdtica
aumentou consideravelmente.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 3,
observa-se que os ensaios 1 a2 4 em que o pH estava
no nivel -1 (pH = 4,1) foram os ensaios que
necessitaram de maior tempo de fermentagio para
atingir  a atividade  enzimadtica, isto
provavelmente ocorreu pois 0O miCro-organismo
necessitou de um tempo maior para se adaptar ao
meio 4cido, tendo como consequéncia uma maior
fase lag (fase de adaptagio ao meio). No ensaio 13
em que o pH estava no nivel -1,68 (pH = 3,5),
observa-se a menor produgio da enzima, 33 U g
em 96h de fermentacio, indicando que neste pH o
micro-organismo nio conseguiu se adaptar, logo, a
produgio da enzima foi muito baixa.

maxima

Tabela 3. Matriz do DCCR, em que X;, X, X; sio,
respectivamente, lactose (g L"), AMM (g L") e¢ pH; Y é a
atividade enzimidtica maxima (U g) e t € o tempo (h).

X, X X, Y ¢

1 1 1 1 844,1 48
2 1 1 -1 707,4 144
3 -1 1 -1 989,5 72
4 1 1 -1 8354 168
5 -1 -1 1 679,2 24
6 1 -1 1 982,9 24
7 -1 1 1 8744 48
8 1 1 1 1403,9 24
9 1,68 0 0 1071,9 72
10 1,68 0 0 1208,6 24
11 0 1,68 0 11088 48
12 0 1,68 0 1015,5 24
13 0 0 1,68 33 9%
14 0 0 1,68 904,8 48
15 0 0 0 1550,0 24
16 0 0 0 1358,3 24
17 0 0 0 14985 24

A literatura apresenta alguns estudos sobre a
influéncia da variagio do pH na obtengio de
B-galactosidases produzidas por leveduras em meio a
base de soro de queijo. Bales e Castillo (1979)
produgio enzimética
empregando Candida pseudotropicalis quando o pH
inicial do meio foi ajustado para 3,5. Matheus ¢
Rivas (2003) determinaram como 6timo o pHde
4,68 para a produgio da enzima de Kluyveromyces
lactis, e Panesar (2008), ao fermentar K. marxianus,
obteve maiores atividades enzimdticas em pH 5,0.

Sabe-se que leveduras crescem melhor em pH
icido, porém ficou evidente que para a levedura
empregada neste trabalho, pH menores de 4,1
prejudicam o crescimento celular e a obtengio da
enzima. De acordo com Panesar (2008), o pH de um
sistema afeta pelo menos dois aspectos das células
microbianas, o funcionamento de suas enzimas e o
transporte de nutrientes na célula.

obtiveram méixima
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As condigbes que resultaram nas maiores
atividades enzimdticas foram as condi¢des dos pontos
centrais, ou seja, 70 g L de lactose, 65 g L' de 4dgua de
maceragio de milho e pH 5. Por meio da anilise
estatistica dos resultados, obteve-se a equacio do
modelo codificado (Equacio 1) que foi validada pela
andlise de variincia (Tabela 4) em que o coeficiente de
correlacio obtido foi de 0,84 ¢ o F calculado foi 4,88
vezes maior que o valor tabelado.
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Atividade(U g™) = 1464,6 — 102,9(lactose)* -
- 130,5(AMM)? +148,7(pH) — )
—340,7(pH)? + + 140 (lactose x pH)

A vpartir da equagio foi possivel gerar as
superficies de resposta (Figura 2) para analisar as
melhores condicoes de concentragio de lactose, de
AMM e pH para produgio da B-galactosidase que
conduzem a um maior valor de atividade enzimatica.

120
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Figura 2. Superficies de respostas para a atividade de B-galactosidase em funcio: (a) concentragio AMM e de lactose; (b) concentragio de pH e

AMM,; (c) pH e concentragio de lactose.
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Tabela 4. Anilise de varidncia para o delineamento composto
central rotacional.

Fonte de Soma dos Graus de Média F calculado
variagio quadrados liberdade quadritica
Regressio 1776847,56 5 355369,5 11,98
Residuo 326428 11 29675
Total 2103275 16
R*=84,5%; Fs.j101= 2,45.

Pode-se observar na Figura 2(a) que as

concentragdes de AMM entre 30 e 100 g L' e lactose
entre 50 ¢ 90 g L' conduzem a valores de atividade
enzimitica superiores a 1400 U g'. A Figura 2(b)
indica que concentragdes de AMM entre 30 ¢ 100 g
L' e pH na faixa de 4,8 a 5,6 propiciam altos valores
de atividade enzimadtica. Pela Figura 2(c) observa-se
que as maiores atividades sio obtidas ao empregar
concentragio de lactose entre 60 ¢ 90 g L' e pH
entre 4,8 ¢ 5,7.

Sonawat et al. (1981) observaram que o emprego de
dgua de maceragio de milho influenciou positivamente
na produgio da enzima B-galactosidase, o mesmo
comportamento foi observado no trabalho de Rao e
Dutta (1977), em que houve aumento de
aproximadamente 28% na atividade enzimitica usando
soro suplementado com 4gua de maceragio de milho.
Furlan et al. (2000) estudaram a produgio da
B-galactosidase empregando Kluyveromyces marxianus, a
partir de um meio de cultura com melago de cana-de-
agGcar. A mixima producio da enzima foi obtida
quando o meio foi suplementado com 100 g L' de
dgua de maceragio de milho.

A partir dos resultados, para obtengio de uma
atividade enzimitica por volta de 1400 U g,
pode-se empregar as condigdes dos pontos
centrais, ou seja, 70 g L' de lactose, 65 g L' de
dgua de maceragio de milho e pH 5, estes ensaios
resultaram em uma produtividade média de 61
U ¢! h'. O maior valor de atividade enzimitica
obtido no DCCR foi inferior a0 miximo obtido
no delincamento fraciondrio, em que se obteve
nos ensaios 4 ¢ 12 uma atividade por volta de
1700 U ¢!, porém a produtividade nesses ensaios
foi aproximadamente 35 U g h™'.

Manera et al. (2008) otimizou a producio da
enzima [-galactosidase de Kluyveromyces marxianus
CCT 7082 empregando um meio sintético
composto por lactose, extrato de levedura e sais, a
méxima atividade enzimitica obtida foi 800 U g™
Comparando esse resultado com os obtidos neste
trabalho pode-se verificar o aumento de 75% na
produgio da enzima B-galactosidase.

Conclusao

A produgio de B-galactosidase de Kluyveromyces
marxianus CCT 7082, utilizando um meio de cultura
composto por coprodutos industriais, ¢ um processo

Manera et al.

biotecnolégico promissor. O emprego de soro de
queijo, um subproduto dos laticinios, dgua de
maceracio de milho, um coproduto da indastria de
extragio do amido, e a substituigio do extrato de
levedura por Prodex-lac, como substrato para
fermentacio tem o intuito de reduzir custos e
propiciar uma enzima com alta atividade enzimadtica.
Com o emprego de metodologia de delineamento
experimental e andlise de superficie de resposta foi

possivel obter uma produgio enzimitica de
aproximadamente 1400 U g' em 24h de
fermentagio.
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