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RESUMO
No presente estudo utilizou-se a levedura K. marxianus CCT 7082 para produgdo simulténea de
[B-galactosidase e inulinase, e a biomassa obtida foi caracterizada quanto ao conteddo proteico
visando sua aplicacdo para fins alimenticios. Os resultados mostraram a viabilidade do processo
Jj& que em 72 h foram alcancados 17,8+1,5 e 47,542,9 U.mL™ de [-galactosidase e inulinase,
respectivamente. A producdo de biomassa atingiu 11,0+0,7 mg.mL™ em 96 h de cultivo, e o teor
proteico da mesma, apos a extracdo da enzima, foi de 28,8+0,8% (p/p).
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INTRODUGAO
Dentre as leveduras, o género Kluyveromyces é de grande interesse do ponto de vista industrial,
devido a suas caracteristicas fisioldgicas e o status GRAS (Generally Recognized as Safe). K.
marxianus, por exemplo, pode ser utilizada para a producao de enzimas, como B-galactosidases
e inulinases, e de biomassa ou proteina unicelular (Single Cell Protein - SCP)!. O termo proteina
unicelular (SCP) designa as células microbianas cultivadas para serem adicionadas a alimentacao
humana e de animais.
A B-galactosidase € uma enzima intracelular usada industrialmente na hidrdlise da lactose do
leite e soro de leite, principalmente na elaboracdo de produtos destinados a pessoas que tém
intolerancia a lactose?, além disso, sintetiza os galacto-oligossacarideos (GOS) que atuam como
alimentos funcionais causando diversos efeitos benéficos na saude’.
A inulinase € uma enzima extracelular potencialmente Util na producao de fruto-oligossacarideos
(FOS) e xaropes com elevado teor de frutose (95%)®*. Os FOS sdo classificados como prebidticos
e podem ser utilizados como ingredientes alimentares®.
Embora a literatura apresente inimeros estudos relacionados a producao individual de enzimas,
poucos enfocam a obtencdo conjunta das mesmas. A producdo simultanea de B-galactosidase e
inulinase resulta em um melhor aproveitamento do processo. A separagao da biomassa do meio
submerso, seguido do rompimento das células, possibilita recuperar a B-galactosidase, enquanto
a inulinase pode ser diretamente precipitada do sobrenadante. Além das duas enzimas, existe a
possibilidade de usar a biomassa do cultivo como suplemento alimentar, devido a sua riqueza
nutricional. Neste contexto, o estudo teve como principais objetivos produzir simultaneamente
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B-galactosidase e inulinase de K. marxianus CCT 7082, além de determinar

o conteudo proteico da biomassa obtida no cultivos submersos.
MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e Inéculo
Foi utilizada a levedura K. marxianus CCT 7082 mantida a 4°C em agar YM (extrato de malte e
levedura) inclinado. A cultura foi reativada em caldo YM e posteriormente transferida (10% v/v)
para o meio de indculo, contendo lactose e inulina (10 g.L™)°. O meio foi incubado a 30°C e 150
rpm por 48 h. O indculo foi padronizado pela contagem de células em cadmara de Neubauer”’.
Cultivo submerso
Empregou-se 0 meio de cultivo otimizado, com a seguinte composicdo (g.L™): lactose (16,9),
inulina (11,3), extrato de levedura (17,0), (NH4),SO,4 (8,8), KH,PO, (5,0) e MgS0..7H,0 (0,4),
em pH 7,0°. Foram usados erlenmeyers aletados contendo 150 mL do meio, onde foi adicionado
0 indculo padronizado. Os cultivos em quadruplicada foram conduzidos a 30°C e 150 rpm por
96 h (Fig. 1A). A atividade de inulinase foi medida no sobrenadante do meio, e a B-galactosidase
foi primeiro extraida por rompimento celular (Fig. 1B), seguido da analise de atividade.
Extracao da B-galactosidase
As células foram rompidas através de abrasao, utilizando vortex e pérolas de vidro (Fig. 1C). A
relacdo foi de 1 mL de suspens3o celular para 1,1 g de pérolas®.
Preparo da biomassa
A biomassa integra e a submetida ao processo de extracao foram transferidas para placas de
Petri, secas em estufa a 60°C, até peso constante, e removidas com espatula (Fig. 1D).

Figura 1. Etapas desenvolvidas para obtencao das enzimas e da biomassa seca: A-cultivos, B-
separacao das fragcdes, C-extracdao da enzima e D-secagem da biomassa.
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Concentragao de biomassa e pH
A concentracao celular foi estimada por leitura da absorvancia a 620 nm e convertida em massa
de célula seca (mg.mL") através de uma curva padrdo de biomassa®. O pH do sobrenadante da
amostra foi analisado usando um medidor de pH™.

Atividades enzimaticas

A atividade de B-galactosidase foi determinada empregando-se o0 substrato o-nitrofenil-B-D-
galactopiranosideo (ONPG)™, onde uma unidade de atividade enzimética (U) foi definida como a
quantidade de enzima necessaria para liberar 1 ymol de o-nitrofenol por min, sob as condicoes
do ensaio. A atividade de inulinase foi medida em sacarose a 2%, e os aclcares redutores
liberados foram quantificados pelo método de DNS™. Uma unidade de atividade (U) foi definida
como a capacidade da enzima liberar 1 pmol de glicose por min, sob as condi¢des do ensaio.
Contetdo proteico

O teor de proteinas da biomassa foi estimado pelo método de Kjeldahl, usando um fator de 6,25
para converter nitrogénio em contetido proteico'®. Foi realizada a determinacdo de proteinas da
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biomassa antes e apds a extragao da enzima para verificar os efeitos deste

processo sobre a sua composicao.
RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2 mostra que a maxima producdo conjunta ocorreu em 72 h de cultivo, onde obteve-se
17,8+1,5 U.mL" de B-galactosidase e 47,5+2,9 U.mL" de inulinase. A producdo de biomassa se
manteve praticamente constante apds as 48 h e atingiu 11,0+0,7 mg.mL™* em 96 h. Houve um
pequeno decréscimo no pH do meio entre 24 e 72 h, voltando a aumentar as 96 h. Observa-se
também que somente a producdo de B-galactosidase foi associada a biomassa, ja que a maxima
atividade de inulinase foi obtida quando o crescimento microbiano era negligenciavel.
Em trabalhos anteriores foi verificado que a lactose e a inulina favoreceram a producdo de
B-galactosidase e inulinase, respectivamente, o que levou a otimizacao do meio com substratos
mistos (lactose + inulina)®, e conforme pode ser visto no presente estudo, a combinacdo destas
fontes de carbono contribuiu para os valores promissores em termos de producao simultanea.
De acordo com alguns autores, a produgao conjunta de dois bioprodutos em uma Unica etapa
de cultivo é de grande interesse do ponto de vista econdmico, com destaque para a obtencdo
concomitante de B-galactosidase e inulinase de K. marxianus*.

Figura 2. Acompanhamento do cultivo de K. marxianus CCT 7082 no meio com lactose e inulina.
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Além da produgdo simultédnea das enzimas, foram alcancados bons resultados para o contetdo
proteico da biomassa do cultivo (Tabela 1).

Tabela 1. Conteldo proteico da biomassa de K, marxianus CCT 7082.

Amostra Contetdo proteico (% p/p)
Biomassa integra 43,7+0,3
Biomassa ap0s extracao 28,8+0,8

Acredita-se que a reducao no teor de proteinas da biomassa submetida ao processo de extracao
da B-galactosidase, seja devido ao rompimento celular e a consequente liberagao de proteinas,
inclusive enzimas, para o exterior das células. Apesar da perda de proteinas, o aproveitamento
da biomassa apds a ruptura torna essa abordagem promissora, ja que deste modo podem ser
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obtidos diferentes bioprodutos na mesma etapa de cultivo. Convém
ressaltar, que os valores aqui alcancados sao semelhantes ao da biomassa de K. marxianus
KCTC 7118 (31% p/p)®. _

CONCLUSOES

Com base no exposto é possivel afirmar que a levedura K. marxianus CCT 7082 é capaz de
produzir B-galactosidase e inulinase simultaneamente e com atividades promissoras. Além disso,
a biomassa do cultivo, mesmo ap6s extracao da enzima, apresenta um bom contetdo proteico
(28,8+0,8%). Porém, para ampliacdo de escala sdo necessarios estudos adicionais relacionados
a purificacdo das enzimas e a caracterizagao da biomassa visando sua utilizagao em alimentos.
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