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RESUMO

O soro de queijo é considerado o principal subproduto da industria de laticinios, sendo
caracterizado como um substrato alternativo rico em nutrientes e com grande
aplicabilidade em bioprocessos. Este apresenta alta demanda bioquimica de oxigénio
(DBO) e quando associado ao inadequado descarte pode acarretar em diversos
problemas ambientais. Uma das alternativas de destino para esse subproduto é a
utilizacdo em processos biotecnoldgicos, como por exemplo para a produgao de B-
galactosidase. Neste contexto, o0 presente estudo teve como objetivo aproveitar o soro
de queijo porungo para producao de B-galactosidase (lactase), que é amplamente
utilizada pela industria de alimentos para fabricacdo produtos livres de lactose. Na
primeira etapa deste trabalho, diferentes linhagens de Kluyveromyces marxianus
(CCT 4086 e CBS 6556) e diferentes meios de cultivo (soro de queijo porungo (S);
soro de queijo porungo suplementado com extrato de levedura (SE) e soro de queijo
porungo suplementado com extrato de levedura e peptona bacteriolégica (SEP))
foram testados em agitador rotacional a 200 rpm e temperatura de 30 °C. Os melhores
resultados da atividade enzimatica foram obtidos pela linhagem K. marxianus CCT
4086 em SE (16,73 U mL™1). Diante disso, esta linhagem foi escolhida para a segunda
etapa, na qual foi avaliada a influéncia das varidveis de processo temperatura (30°C
e 37°C) e pH (5,0, 6,0 e 7,0), em um planejamento experimental fatorial 2 x 3. A
atividade enzimatica atingiu valores maximos no no periodo de 20 h para todos os
experimentos, variando de 11,41 U mL* a 15,93 U mL* para temperatura de 30°C e
10,62 U mL?! a 13,93 U mL* para temperatura de 37°C. A melhor condicdo de

processo foi alcancada em pH 7,0 e temperatura de 30 °C.

Palavras-chave: Soro de quejo. B-galactosidase. K. marxianus, Bioprocessos.



ABSTRACT

Cheese whey are the main by-product of the dairy industry, characterized as an
alternative substrate rich in nutrients and applicable in bioprocess. It has a high
biochemical oxygen demand (BOD) and when associated with inadequate disposal
can lead to several environmental problems. One alternative use of this by-product is
in biotechnological processes, such as for the production of p-galactosidase. This
study aimed to use porungo cheese whey for 3-galactosidase (lactase) production, an
enzyme widely applied in the food industry to manufacture lactose-free products. In
the first stage of this work, different lines of Kluyveromyces marxianus (CCT 4086 and
CBS 6556) and different culture media (porungo cheese whey (S); porungo cheese
whey supplemented with yeast extract (SE) and porungo cheese whey supplemented
with yeast extract and bacteriological peptone (SEP)) were tested on a rotational
shaker at 200 rpm and a temperature of 30 °C. The best results of enzymatic activity
were followed by the strain K. marxianus CCT 4086 in SE (16.73 U mL™t). Therefore,
this line was chosen for the second stage, and the influence of the process variables
temperature (30°C and 37°C) and pH (5, 6 and 7) was evaluated, in a 2 x 3 factorial
experimental design. Enzymatic activity reached a maximum value in 20 h of cultivation
for all experiments, ranging from 11.41 U mL* to 15.93 U mL"! for temperature of 30 °
C and 10.62 U mL? to 13.93 U mL™* for temperature of 37 ° C. The best process

condition was achieved at pH 7.0 and temperature of 30 °C.

Keywords: Cheese whey. B-galactosidase. K. Marxianus. Bioprocesses.
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1 INTRODUCAO

O uso de residuos agroindustriais para produzir biomoléculas comerciais esta
sendo extensivamente estudado, a fim de desenvolver novas técnicas de
fermentacao, reduzindo custos e impactos ambientais. O soro de queijo consiste no
principal subproduto da industria de laticinios em decorréncia da elevada carga
organica e grande volume gerado. Este subproduto pode levar a sérios problemas
ambientais quando descartado inadequadamente em cursos hidricos ou no solo
(KOSSEVA et al., 2009; PRAZERES, CARVALHO & RIVAS, 2012).

Embora a utilizacdo desse substrato alternativo e de baixo custo em processos
industriais ainda ndo seja uma realidade mundial, os processos que valorizam 0 soro
de queijo estdo sendo constantemente desenvolvidos, pois diante da sua composi¢cao
rica em nutrientes, este subproduto apresenta grande potencial de aproveitamento em
uma diversidade de processos biotecnolégicos para a obtencdo de compostos de
interesse, como a enzima [-galactosidase (RECH & AYUB, 2007; GUPTE & NAIR,
2010).

A enzima [-galactosidase, popularmente conhecida como lactase (EC
3.2.1.23), é classificada como uma hidrolase, sendo capaz de catalisar o processo de
hidrélise da lactose presente no leite e seus derivados, gerando a glicose e a
galactose, que sao dois produtos de menor cadeia (GROSOVA et al., 2008, FAI &
PASTORE, 2015). Existem diversas pesquisas sendo realizadas para a producédo da
B-galactosidase através do aproveitamento de subprodutos industriais devido ao
mercado crescente e a reducdo dos custos de producdo associada a sua utilizacao.
Além disso, oferece simultaneamente um destino adequado para o soro de queijo,
minimizando a problematica de geracdo de residuos das industrias de laticinios
(RECH et al., 1999).

Estima-se que aproximadamente 75% da populacdo mundial manifestem sinais
e sintomas de intolerancia a lactose. Diante desta problematica, grande parte dos
individuos reduzem ou excluem leite e derivados da alimentacdo diaria, o que €
considerado uma prética equivocada, pois compromete diretamente na absorcdo de
proteinas, riboflavinas e céalcio. Tendo em vista a seriedade dos problemas atrelados
com a ingestdo do agucar do leite, € de fundamental importancia nutricional a redugéo
do teor de lactose nos produtos (MORIWAKI & MATIOLI, 2000). Sendo assim, a -

galactosidase € amplamente utilizada na industria de alimentos para a obtencdo de
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produtos com baixo teor de lactose, sendo encontrada em vegetais, animais e
microrganismos. A producdo microbiana € produzida com maiores rendimentos e
controles, sendo as leveduras e fungos o0s microrganismos preferenciais para
aplicacdes comerciais (SANTIAGO et al., 2004; GROSOVA et al., 2008; TOMAL et al.,
2010; FAI & PASTORE, 2015). A hidrolise enzimética da lactose para obtencéo de
produtos livre de lactose consiste em um dos mais importantes processos
biotecnolégicos empregados na industria de alimentos, que oferece beneficios em
areas como a saude e tecnologia de alimentos (MLICHOVA & ROSENBERG, 2006,
GROSOVA et al., 2008).

O interesse pela produgdo comercial da enzima de B-galactosidase tem se
desenvolvido significativamente nos ultimos anos, tendo atrelado a si 0 objetivo de
atender o mercado de intolerantes a lactose. Exemplo deste pode ser observado nos
Estados Unidos, que é considerado o maior pais consumidor de produtos sem lactose,
ressaltando que ha estimativas de 1,9 bilh6es de ddlares de movimentacdo no
mercado. Entre as diversas aplicacfes da enzima, pode-se citar a hidrélise da lactose
para obtencéo de produtos com baixo teor de lactose, a producdo de prebidticos e a
melhorara na qualidade tecnoldgica e sensorial dos produtos lacteos (MORIWAKI &
MATIOLI, 2000).

Outrossim, considerando que aproximadamente metade do leite produzido no
Brasil sdo destinados para a producao de queijos faz-se necessaria a implementacao
de tecnologias que venham agregar valor através da utilizacdo dos rejeitos da
industria de laticinios em novos processos. Nesse contexto, 0 soro de queijo € visto
nao apenas como um subproduto, mas como um substrato rico em nutrientes com
potencial de aplicacdo em areas tecnolégicas promissoras, tais como a de
bioprocessos (GUIMARAES, TEIXEIRA & DOMINGUES, 2010; FISCHER &
KLEINSCHMIDT, 2015; DAS, RAYCHAUDHURI & GHOSH, 2016).

O queijo porungo apresenta caracteristicas similares ao queijo mussarela,
sendo produzido por 27 familias localizadas nas cidades de Campina do Monte
Alegre, Buri e Angatuba, da regiao sudoeste do estado do S&o Paulo (PEZZO, 2017).
O aproveitamento do soro de queijo obtido a partir do queijo porungo consiste em uma
fonte de nutrientes ainda ndo explorada, sendo interessante cientificamente a sua

investigacao.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo geral avaliar a potencialidade de producéo da
enzima [(-galactosidase a partir de soro de queijo porungo, obtido no sudoeste
paulista.

Mais detalhadamente, os objetivos especificos sao:

e Analisar a composicéo centesimal do soro de queijo porungo;

e Avaliar a capacidade de bioconversdo da lactose em biomassa e a
concomitante producdo da enzima em meio soro de queijo porungo;

e Avaliar a influéncia de diferentes linhagens de Kluyveromyces marxianus e a
suplementacdo de meio de cultivo soro de queijo por diferentes fontes de nutrientes
na producao da enzima B-galactosidase;

e Estudar as variaveis de processo (pH e temperatura) visando estabelecer as
condicBes 6timas de producéo da enzima a partir da melhor linhagem e meio de cultivo
pré-definidos na etapa anterior;

¢ Avaliar a cinética de producéo de biomassa, consumo de substrato e atividade
enzimatica para obtencédo dos parametros fermentativos.

Neste trabalho, primeiramente, encontra-se o embasamento teorico relevante
ao desenvolvimento deste projeto (introducédo, objetivos e revisdo bibliografica). Os
titulos restantes estdo na forma de artigo cientifico, o qual foi aceito para publicacédo
na revista Annals of the Brazilian Academy of Sciences no dia 06 de agosto de 2020
(ANEXO A). Neles estdo descritas as metodologias utilizadas na condugao dos
experimentos, bem como os resultados finais e suas respectivas discussdes. Por fim,

sao discutidas as consideracdes finais deste trabalho e as principais conclusées.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Soro de queijo

O soro de queijo, subproduto da industria de laticinios, é obtido durante o
processo de producado de queijos apds a etapa de precipitacdo e remocao da caseina
do leite por coagulacdo acida ou enzimatica. Possuindo a coloracdo amarelo-
esverdeada, o soro de queijo representa 85 % a 95 % do volume de leite utilizado na
fabricacdo de queijos e retém mais da metade dos componentes existentes no leite,
contendo majoritariamente nutrientes como a lactose (45-50 g L1), proteinas (6-8 g L
1) e sais minerais (5-7 g L'}) (SISO, 1996; GUIMARAES, TEIXEIRA & DOMINGUES,
2010; PRAZERES, CARVALHO & RIVAS, 2012; DAS, RAYCHAUDHURI & GHOSH,
2016).

Com a fabricacéo de queijos em larga escala, 0 soro tornou-se um subproduto
preocupante devido a elevada carga organica e expressivo volume em relacdo aos
outros efluentes gerados nas fabricas de laticinios. O principal problema associado a
producédo de queijos € a quantidade de soro gerado. De modo geral, para a fabricacéo
de 1 kg de queijo séo necessarios 10 kg de leite. Sendo assim, o inadequado descarte
e 0 expressivo volume, podem levar a sérios problemas ambientais, tais como a
destruicdo da flora e da fauna aquatica (ANTUNES, 2003; KOSSEVA et al., 2009;
PRAZERES, CARVALHO & RIVAS, 2012).

A abordagem deste subproduto como um residuo agroindustrial vem sendo
convenientemente abandonada, uma vez que grande parte do soro de queijo
produzido € utilizado em formulagbes farmacéuticas e alimenticias (lacteos, de
panificacdo, chocolate e biscoitos), e o restante do volume excedente pode ser
aproveitado em outros processos produtivos, como por exemplo, para a obtencao de
biomoléculas de alto valor agregado, e permitindo o concomitante tratamento deste
residuo, o que contribui significativamente para a reducéo do desperdicio dessa fonte
rica em nutrientes (KOSSEVA et al., 2009; GABARDO et al., 2014).

A producg&o mundial de soro de queijo é estimada em aproximadamente 180 a
190 milhdes de tonelada anuais, sendo o Brasil um dos paises que contribui com
parcela significativa para essa geracdo (GUIMARAES, TEIXEIRA & DOMINGUES,
2010; FISCHER & KLEINSCHMIDT, 2015; SMITHERS, 2015; DAS, RAYCHAUDHURI
& GHOSH, 2016). Ademais, considerando que aproximadamente 46% do leite
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produzido no Brasil sdo destinados para a producdo de queijos, e que o Estado de
Sé&o Paulo se encontra na quarta posicdo na producéao leiteira (IBGE, 2019), faz-se
necessaria a implementacao de tecnologias que venham agregar valor. Sendo assim,
0 soro de queijo ndo é visto como apenas um residuo, mas como um substrato que
contém nutrientes abundantes para a aplicacdo em &reas tecnoldgicas, tais como a
de bioprocessos.

Como objeto de estudo, o presente trabalho utilizou o soro de queijo porungo
para obtencdo de um metabdlito de alto valor agregado. O porungo € um queijo
artesanalmente fabricado por agricultores na regido sudoeste do estado de Sao Paulo,
possuindo caracteristicas semelhantes ao queijo mussarela, contudo fabricado com
leite cru. Em seu processo de producdo, o soro fermentado é adicionado ao leite para
iniciar uma nova fabricacdo de queijo. O queijo porungo contém uma grande
populacdo de bactérias lacticas responsaveis por seus aspectos e caracteristicas de
sabor (PEZZO, 2017). Até o momento, ndo hé relatos sobre o uso do soro de queijo

porungo, portanto, sua biotransformacéo pode ser cientificamente interessante.

3.1.1 Aproveitamento biotecnoldgico

Diversos estudos tém demonstrado que o soro de queijo possui grande
potencial para a producdo de divergentes metabdlitos de interesse industrial, tais
como a producado de acidos organicos (PANESAR et al., 2007; RAMCHANDRAN et
al., 2012; MAGALHAES, 2019), enzimas (RECH & AYUB, 2007; GUPTE & NAIR,
2010; ZHOU et al., 2013), etanol (SANSONETTI et al., 2009; CHRISTENSEN et al.,
2011; GABARDO et al.,, 2014; 2016), polissacarideos (GABARDO et al., 2010;
SOBENES & RANULFO, 2015; SILVA, 2017), e outros bioprodutos.

A producéo de etanol através da utilizagdo do soro de queijo vem sendo cada
vez mais estudada por inUmeros grupos de pesquisa, tratando-se de uma promissora
alternativa tecnoldgica, devido principalmente as vantagens nutricionais e ambientais.
Esse subproduto é considerado uma importante fonte de crescimento de
microrganismos (Klyuveromyces marxyanus, Klyuveromyces fragilis, Candida
pseudotropicalis) com especialidades unicas em metabolizar a lactose e bioconverter
diretamente em etanol, podendo ser utilizado, por exemplo, nas formas in natura, em
po reconstituido e concentrado (GABARDO, 2015; COLOGNESI et al., 2017). Ainda,

vale ressaltar que variaveis como temperatura, agitacao, pH, concentracédo inicial de
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inoculo e do substrato influenciam diretamente no processo fermentativo, na qualidade
e quantidade para producéo de etanol.

No estudo de Christensen et al. (2011) foram obtidos altos rendimentos de
etanol (0,50 g g') ao testar a bioconversdo do soro de queijo in natura a partir da
levedura Klyuveromyces marxianus DSMZ 7239 a 30 °C, em um processo batelada,
demonstrando o potencial do soro de queijo como fonte de carbono. Gabardo, Rech
& Ayub (2012) avaliaram a producdo de etanol por diferentes linhagens de K.
marxyanus (CBS 6556, CCT 4086 e CCT 2653) e em diferentes temperaturas (30°C -
40 °C) em biorreator de leito fluidizado operado em regime batelada utilizando soro de
queijo em p6 reconstituido. Os autores verificaram a eficiéncia de bioconversao da
lactose em etanol para as trés linhagens testadas (79,1% - 83,3%) e que a melhor
temperatura foi a de 30 °C. Ainda, foi observado no mesmo estudo um aumento na
produtividade volumétrica de aproximadamente 4 vezes ao utilizar operac¢ao continua.
Em estudo posterior, Gabardo et al. (2014) observaram que a suplementagéo de soro
de queijo por outras fontes de nutrientes afetava negativamente as taxas metabolicas
para as trés linhagens de K. marxyanus (CBS 6556, CCT 4086 e CCT 2653), indicando
ser o soro de queijo uma fonte Unica de carbono e de baixo custo para a producéo de
etanol. Ao testar permeado de soro de queijo concentrado, produto obtido do
processamento do soro de queijo, em biorreator de leito fluidizado operado em regime
batelada repetida Gabardo et al. (2016) observaram alta concentracdo de etanol (67
g L1) a partir da linhagem K. marxyanus CCT 4086, o que reforca a potencialidade do
soro de queijo como fonte rica em nutrientes para a obtencdo biotecnoldgica de
produtos como o etanol.

Em relacdo aos acidos organicos, estes sdo amplamente utilizados nas
industrias de alimentos como aditivos para controlar a alcalinidade de muitos produtos
ou como conservantes. O acido mais comumente utilizado para fins industriais € o
acido citrico, o qual é fabricado pela fermentacdo aerdbica da sacarose ou dextrose
atraves do fungo Aspergillus niger. No estudo de Magalhées et al. (2019) foi utilizado
Aspergillus niger AN 400 para producéo de acido citrico a partir de soro de queijo. A
pesquisa foi dividida em trés etapas, conforme adicao de acucar extra (50, 100 e 150
g L'1): Etapa I, com glicose; Etapa Il, com sacarose; e etapa lll, apenas com o soro de
queijo sem adicdo de agucar extra. Os reatores em batelada permaneceram sob
agitacdo de 150 rpm e a 30 °C, no periodo de 10 dias. A maior concentracao de acido

citrico (2,38 mg L™?) foi observada com a adicéo de glicose (100 g L1). Entretanto, em
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termos de produtividade, os melhores resultados foram registrados nos reatores com
50 g L (458 mg L*dia?!) e 100 g L (745 mg L dia!) de sacarose, seguido pelo
reator que continha apenas soro de queijo (313 mg L dial), demonstrando o
potencial deste para a obtencao desse acido de grande interesse comercial.

A industria de alimentos € uma das consumidoras primordiais de
polissacarideos, onde estes sdo aplicados principalmente como espessantes ou
agentes de suspensdo e geleificantes. Entretanto, também possuem efeitos
secundarios, que incluem emulsificacdo, estabilizacdo de emulsdes, controle de
cristalizacdo, inibicdo de sinérese, encapsulacdo e formacao de filmes. Entre as
possiveis aplicacbes biotecnoldgicas para o aproveitamento do soro de queijo,
encontra-se a producdo de goma xantana, um polissacarideo atoxico de grande
aplicacdo em industrias de alimentos, cosmética e quimica. A goma xantana €
produzida pela bactéria Xanthomonas campestris, sob condicbes aerdbias a
aproximadamente 28 °C, com pH proximo da neutralidade e o meio de cultura consiste
de basicamente glicose e sacarose como fonte de carbono, nitrogénio, fésforo e tracos
de outros minerais (LIMA et al., 2001). Nos estudos de Sobenes & Ranulfo (2015)
foram testados a producdo de goma xantana utilizando trés diferentes meios de cultivo
a base de soro de queijo (soro de queijo desproteinado ndo suplementado; soro de
queijo desproteinado suplementado com extrato de levedura e soro de queijo
desproteinado suplementado com extrato de levedura e sulfato de aménia) a partir da
linhagem Xanthomonas campestris ATCC 1395. O maior rendimento e melhor
qualidade da goma foi observado para o meio soro de queijo desproteinado sem
suplementacdo, sugerindo o soro como um meio de cultivo apropriado para a
producao do polissacarideo. Silva (2017) testou a producdo de goma xantana a partir
de quatro linhagens de Xanthomonas campestris (1182, 1866, 1230 e 2414) em soro
de queijo esterilizado e soro de queijo desproteinado, ambos néo suplementados. A
maior producao da goma xantana foi obtida para a linhagem X. campestres 1230 no
soro de queijo esterilizado. Ja no soro de queijo desproteinado ndo houve diferenca
significativa na producao da goma entre as linhagens. Ademais, a produgéo de goma
xantana em soro de queijo in natura por duas linhagens de X. campestris (1320 e DSM
1706) foi testada por Gabardo et al. (2010) e comparada com meio convencional de
producdo. Os resultados mostraram que a producdo do polissacarideo por soro de

gueijo é tdo apropriada quanto em meio convencional a base de glicose, evidenciando
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0 grande potencial de aproveitamento deste subproduto para a geracao de produtos
de alto valor agregado.

Em face do exposto, nota-se que o soro de queijo serve como fonte alternativa
de carbono possuindo ampla aplicacédo para a producao de metabdlitos de interesse

industrial e propagacao de biomassa em processos biotecnoldgicos.

3.1.2 Producao biotecnoldgica de p-galactosidase por soro de queijo

Para a producao de enzimas comerciais se faz necessario a utilizacdo de um
conjunto de processos, onde a etapa fermentativa é tomada como referéncia, pois é
nela em que o corre a geracdo do produto alvo. No processo fermentativo, 0s meios
de cultivo devem conter fontes de carbono e energia, fontes de nitrogénio, minerais e
fatores de crescimento, ressaltando que a otimizagcdo do meio de cultivo € um
processo progressivo de aprimoramento. Ademais, a producdo de enzimas
geralmente ocorre em fermentadores operando na forma descontinua (batelada) e o
controle das condi¢bes de processo como pH e temperatura também sdo de extrema
relevancia (LIMA et al., 2001). A tecnologia de produgéo da enzima de 3-galactosidase
utilizando meios de cultura mais baratos, tais como o soro de queijo, consiste em um
dos processos biotecnoldgicos mais estudados e aplicados com éxito (SANTIAGO et
al., 2004; LEMES, ALVARES & KALIL, 2012).

Com base na importancia desta enzima na industria alimenticia, a producéo de
B-galactosidase foi estudada por Santiago et al. (2004), que ao adicionar extrato de
levedura em permeado de soro de queijo em um processo conduzido a batelada (30
°C, 150 rpm e pH 5,5), observaram melhorias na cinética de crescimento da levedura
Kluyveromyces marxianus ATCC 46537, bem como na sintese da enzima. Resultado
semelhante foi observado por Rech et al. (1999) que utilizou duas linhagens de K.
marxianus (CBS 712 e CBS 6556) e soro de queijo como fonte de carbono em sistema
batelada (30 °C, 200 rpm e pH 5,5), verificando o maior crescimento celular para a
linhagem CBS 712 e maior atividade enzimatica na condicdo de suplementacéo de
soro de queijo com extrato de levedura. Outrossim, nessa mesma perspectiva, Manera
et al. (2011) testaram a influéncia de fontes de nutrientes e condigbes de processo,
obtendo maior atividade enzimatica de B-galactosidase através da linhagem K.
marxianus CCT 7082 quando o soro de queijo foi suplementado com agua de

maceracdo de milho (substitui a peptona servindo como fonte de nitrogénio e sais
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minerais) e hidrolisado de levedura Prodex-lac” (produto comercial com composi¢ao
similar do extrato de levedura) em processo conduzido em batelada (30 °C, 180 rpm
e pH 5,0). Resultados contraditérios aos trabalhos anteriormente reportados por Gupte
& Nair (2010), em que a suplementacdo de soro de queijo por diferentes fontes de
nitrogénio nao influenciou na atividade enzimatica da B-galactosidase produzida por
K. marxianus NCIM 3551 em processo conduzido em batelada (25 °C, 100 rpm e pH
5,0).

Outrossim, outras metodologias tém sido empregues na tentativa de aprimorar
a producgao da enzima B-galactosidase, abrangendo a analise de diferentes variaveis
de processo e a utilizacdo de cultivo em batelada alimentada (RECH & AYUB, 2007;
YOU et al., 2017), cultura continua (ORNELAS et al., 2008) e engenharia genética
(OLIVEIRA, GUIMARAES & DOMINGUES, 2011; ZHOU et al., 2013). A combinagéo
de trés diferentes velocidades de agitacéo e aeracdo (500 rpm e 2 vvm, 600 rpm e 4
vvm, 700 rpm e 6 vvm) foi testada por Rech (2004) para avaliar a influéncia na
producado da enzima por K. marxianus CBS 6556 a 37 °C. No estudo foi verificado que
a maior producéo da enzima ocorreu para a condi¢do intermediaria. A influéncia das
variaveis agitacao e aeracado também foi testada por Perini, Souza & Schneider (2014)
a partir de K. marxianus CBS 6556 a 31 °C, em que 0s autores verificaram que a maior
atividade enzimatica foi obtida para a condicdo de maior agitacdo e aeracéo (400 rpm
e 2,7 vwm). Embora ambos os trabalhos tenham utilizado a mesma linhagem, K.
marxianus CBS 6556, diferiram quanto a temperatura e utilizacdo das fontes de
nutrientes, o que pode ter contribuido para as diferencas observadas na resposta em
relacdo as variaveis analisadas. Ao testar sistema de operacéo batelada alimentada,
Rech & Ayub (2007) observaram um aumento na atividade enziméatica especifica, e
consequentemente na produtividade especifica, em que para a melhor estratégia de
alimentacao (alimentacéo linear ascendente por 35 h), esta foi superior a 50 % em

relacdo ao processo em batelada.
3.2 Kluyveromyces marxianus

A espécie Kluyveromyces marxianus, inicialmente denominada como
Saccharomyces marxianus, foi retratada pela primeira vez em 1888 por E. C. Hansen,
gue originalmente isolou este fermento de uvas. Dentro dessa espécie, existe outras

linhagens que estdo sendo isoladas a partir de diferentes ambientes naturais, o que
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tem resultado em ampla diversidade metabdlica entre as linhagens e
consequentemente, levando a diversas aplicagdes biotecnoldgicas (WALKER, 1998;
O'SHEA & WALSH, 2000; FONSECA et al., 2008; GUIMARAES, TEIXEIRA &
DOMINGUES, 2010; LANE et al., 2011).

A levedura K. marxianus é um fungo eucarioto, com dimensdes que variam de
2 um a 13 ym, unicelular e sem motilidade. Apresenta forma elipsoidal e/ou cilindrica
e sua reproducdo pode ocorrer de forma sexuada (ascoporos) ou assexuada
(brotamento) (PINHEIRO, 2004; TAVARES, 2017). Além disso, apresenta capacidade
de produzir energia pelo metabolismo respiro-fermentativo, sendo considerada uma
levedura aerdbia facultativa e, geralmente classificada como “Crabtree negativa”. Este
fenbmeno pode ser definido como a ocorréncia de fermentacédo para a geracéo de
energia a partir de altas concentracdes de acucar, mesmo sob condi¢cdes aerdbias
(WALKER, 1998; BELLAVER et al., 2004; PINHEIRO, 2004; FONSECA et al., 2008;
LANE et al., 2011).

Além disso, algumas linhagens desta levedura possuem a caracteristica
fisiolégica de crescer sob temperaturas que variam de 40 °C a 52 °C. Esta capacidade
posSsui suma importancia em processos industriais, pois permite economia de energia,
uma vez que em diversos processos 0s custos de resfriamento podem ser reduzidos,
bem como os riscos de contaminacdo. Também possui alta taxa de crescimento
especifico, alta capacidade de conversdo de substrato em biomassa, capacidade de
metabolizar inulina, xilana e pectina, além de ser aceita como microrganismo seguro
(GRAS - Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drog Administration) dos
Estados Unidos, o que aumenta significativamente seu potencial de utilizacao no setor
de biotecnologia e na area de engenharia de alimentos (FONSECA et al., 2008).

A utilizacdo de K. marxianus para a producdo de [(-galactosidase tem sido
interesse de estudos e propostas industriais (BELLAVER et al., 2004; RUBIO-
TEIXEIRA, 2006; LANE et al., 2011; FONSECA et al., 2013; FALLEIROS, 2016). Esta
enzima é produzida intracelularmente, e diante disso, métodos de rompimento celular,
como mecanicos, quimicos, enzimaticos e a combinacdo destes, sdo algumas das
estratégias utilizadas (MEDEIROS, 2008). A ruptura celular € uma etapa essencial no
processo de obtencdo da B-galactosidase, consistindo na primeira etapa de
isolamento de materiais intracelulares. Embora os métodos mecéanicos ndao sejam
especificos, estes possuem alta eficiéncia e ampla aplicacdo em comparacdo com

outros meétodos. As caracteristicas do processo de rompimento podem variar
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dependendo da estabilidade mecéanica do microrganismo, a qual depende da espécie,
idade da cultura e do meio de cultivo (MEDEIROS et al., 2008). Pelo fato da B-
galactosidase ter aplicacdo direta em alimentos, permanecendo no produto final, a
ruptura das células de Kluyveromyces néo deve ser realizada por métodos quimicos,
pois implicaria na necessidade de retirada de contaminantes, gerando maior custo de
producéo. Nos estudos realizados por Medeiros et al. (2008), a ruptura das células de
levedura foi mais efetiva a medida que se aumentou a carga de pérolas de vidro,
sendo 1,10 g mLt a massa de pérolas considerada mais eficaz. Segundo Dagbagli &
Goksungur (2008), o processo de extracdo mais eficiente também foi observado
através do método de agitacdo em vértex utilizando pérolas de vidro. Nos estudos
realizados por Freitas (2013) a ruptura das células de levedura foi mais efetiva
utilizando 1,10 g mL* de carga de pérolas de vidro e agitador do tipo vortex por um
periodo de 30 minutos, uma vez que se obteve uma atividade de 4730,38 U g
Segundo Lemes; Alvares & Kalil (2012), o processo de extracdo mais eficiente
também foi observado através do método de agitacdo em vortex utilizando pérolas de
vidro. Em contrapartida, Bansal et. al (2008) retrata que a homogeneizacdo com
esferas de vidro € um método mecanico que possui tendéncia ndo efetiva na ruptura

de todas as células.

3.3 Enzima B-galactosidase

A B-galactosidase (EC 3.2.1.23), popularmente conhecida como lactase, é
classificada como uma hidrolase, responsavel pela hidrélise do residuo terminal -
galactopiranosil da lactose (GalB1—4GiIc), originando como produtos uma mistura
equimolar dos monossacarideos glicose e galactose (GROSOVA, ROSENBERG &
REBROS, 2008; FAI & PASTORE, 2015).

Baixas concentragbes de B-galactosidase na parede da mucosa do intestino
delgado faz com que a lactose néo seja digerida de forma correta. Sendo assim, esse
dissacarideo passa para o0 intestino grosso, onde ocorre a fermentacdo pela
microbiota do célon. Esse processo leva a producgéo de acidos graxos de cadeia curta,
além de gases como Hz, CO2 e metano, 0s quais podem causar sintomas que incluem
dor abdominal, cdlica, diarreia e nausea. Desse modo, essa enzima possui grande
importancia industrial, pois ao realizar a hidrolise da lactose de produtos lacteos,

obtém-se alimentos com baixos teores de lactose, resultando na melhora da
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solubilidade e digestibilidade de leites e derivados lacteos, tornando-os ideais a
consumidores intolerantes (MANERA et al., 2011; GODOY, 2016).

A B-galactosidase é largamente encontrada na natureza, distribuida entre
animais (intestino e cérebro), vegetais (améndoas, péssego, damasco e macd) e
microrganismos (fungos filamentosos, bactérias e leveduras), sendo que suas
caracteristicas variam de acordo com sua origem. As condigcbes Otimas de
temperatura e pH para sua aplicacdo também diferem de acordo com sua respectiva
fonte (SANTIAGO et al., 2004; GROSOVA, ROSENBERG & REBROS; MEDEIROS,
2008; TOMAL et al., 2010; FAI & PASTORE, 2015).

Comparado com fontes de animais e plantas, a produgcdo microbiana gera
maiores rendimentos, além de ser tecnologicamente importante, sendo as leveduras
e fungos as fontes preferenciais para aplicacbes comerciais (SANTIAGO et al., 2004;
GROSOVA et al., 2008). As principais enzimas de interesse comercial sdo isoladas
principalmente das leveduras Kluyveromyces lactis, K. fragilis, K. marxianus e dos
fungos Aspergillus niger ou A. oryzae (GROSOVA, ROSENBERG & REBROS, 2008;
PEREIRA et al., 2012; FAI & PASTORE, 2015). N&o obstante, segundo a legislagcao
brasileira (Resolucdo RDC n° 205/2006) a enzima [-galactosidase utilizada na
industria de alimentos deve ser de origem microbiana proveniente de espécies
reconhecidas como seguras (Generally Recognized As Safe, GRAS) pela Food and
Drug Administration (FDA) (BRASIL, 2006). Fazem parte desse grupo todas as
leveduras e fungos acima mencionados.

As B-galactosidases produzidas por fungos filamentosos como A. niger e A.
oryzae possuem pH o6timo na faixa acida que varia de 2,5 a 4,5, enquanto [3-
galactosidases produzidas por leveduras como K. lactis e K. marxianus e por bactérias
como Streptcoccus thermophilus e Lactobacillus thermophilus apresentam um pH
otimo proximo a neutralidade, variando de 6,0 a 7,0 e 6,5 a 7,5, respectivamente
(GEKAS & LOPEZLEIVA, 1985; CAVAILLE & COMBES, 1995; MORIWAKI &
MATIOLI, 2000). Com relacéo a temperatura 6tima, 3-galactosidases provenientes de
fungos filamentosos atuam em temperaturas maiores (50 °C a 60 °C) do que aquelas
obtidas por leveduras (35 °C a 40 °C). Além disso, as enzimas obtidas por diferentes
microrganismos e inclusive por diferentes espécies de um mesmo género apresentam

massa molecular variada.
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3.4 Aplicagcdo da enzima B-galactosidase na industria

A importancia industrial da B-galactosidase esta correlacionada principalmente
com sua aplicacdo na industria de laticinios. As técnicas utilizadas para hidrolisar a
lactose utilizando a enzima lactase consiste em um dos mais importantes processos
biotecnolégicos empregados na industria de alimentos, permitindo a produgédo de
produtos com teor de lactose reduzido, os quais sdo ideais para consumidores
intolerantes a lactose, bem como melhorias no processamento, como por exemplo, a
fabricacéo de leite com sabor adocicado (SANTIAGO et al., 2004; GROSOVA et al.,
2008; PEREIRA et al., 2012).

A maior parte da populagdo mundial adulta (cerca de 75 %) sofre de alguma
limitagdo no consumo de leites e derivados lacteos devido a mé digestédo da lactose,
ocasionada por alguma deficiéncia de B-galactosidade, seja pela baixa expressao ou
até mesmo pela auséncia nas vilosidases do intestino delgado. Os sintomas de
intolerancia a lactose surgem quando a quantidade de lactose que chega no intestino
€ superior a capacidade intestinal de hidrolisa-la, resultando em modificacbes na flora
intestinal que ocasiona desconfortos intestinais como a producéo excessiva de gas e
de acido, dor abdominal, flatuléncia e diarreia (MORIWAKI & MATIOLI, 2000;
MLICHOVA & ROSENBERG, 2006).

Com isso, nota-se que a atividade da enzima (-galactosidase é imprescindivel
para a digestdo da lactose, pois essa enzima hidrolisa as ligacdes entre glicose e
galactose; e o0s acucares assim separados podem ser normalmente digeridos.
Acrescido a isso, outro beneficio advindo da hidrélise enzimatica da lactose para a
saude, é a simultanea formacao de galactooligossacarideos (GOS), sendo utilizados
como prebidticos em alimentos, uma vez que séo ndo digeriveis, atuando como fibras
alimentares. Estes estimulam preferencialmente o crescimento de microrganismos
benéficos ja presentes no célon, tais como os Lactobacilos sp e Bifidobacterium sp,
impulsionando o bom funcionamento do organismo (MORIWAKI & MATIOLI, 2000;
MLICHOVA & ROSENBERG, 2006).

Além dos beneficios a saude, a hidrolise da lactose tem sido extensivamente
estudada aos interesses tecnologicos, apresentando diversas vantagens. O alto teor
de lactose em produtos lacteos como sorvete, leite condensado e doce de leite pode
levar a uma cristalizacdo excessiva da lactose, resultando em produtos com uma

textura arenosa. A utilizacdo da enzima de [B-galactosidase para processar tais
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produtos pode reduzir as concentragbes de lactose a valores aceitaveis, e assim
melhorar a qualidade tecnolégica e sensorial dos produtos lacteos (MLICHOVA &
ROSENBERG, 2006; GROSOVA et al., 2008). A hidrdlise da lactose também permite
vantagens na conducao de alguns processos, como por exemplo, na producédo de
iogurte em que o tempo de fermentagéo é reduzido em virtude dos monossacarideos
serem mais rapidamente assimilados pelas bactérias (MLICHOVA e ROSENBERG,
2006). Acrescido, a aplicagdao da B-galactosidase resulta em modificacbes das
propriedades fisicas e quimicas dos produtos resultantes da hidrélise, como por
exemplo, no aumento do poder adocante e da solubilidade (ZADOW, 1993; KARDEL
et al., 1995).

O mercado de produgcdo da enzima [-galactosidase € dominado por

consolidadas empresas dinamarquesas como a Novo Nordisk A/S, que comercializa
. ® .-
a B-galactosidase sob o nome de Lactozym , a Chr. Hansen, que comercializa a

enzima denominada NOLA® Fit e a Novozymes, que juntamente com a
Granotec/Granolab comercializa o produto especifico para iogurtes Granolact 6500 Y.

Além dessas empresas, existe a holandesa Royal Gist-Brocades NV que comercializa

. . ®
a enzima sob o nome Maxilact .
3.5 Queijo porungo

O queijo porungo é produzido de forma artesanal por pequenos produtores
localizados nas cidades de Campina do Monte Alegre, Angatuba e Buri, da regido
sudoeste do estado do S&o Paulo (PEZZO, 2017). O aproveitamento do soro de queijo
obtido a partir do queijo porungo consiste em uma fonte de nutrientes ainda nao
explorada, sendo sua investigagao cientificamente interessante.

Além disso, 0 queijo porungo possui caracteristicas similares as da mussarela
de massa filada, ou seja, 0 mesmo é moldado a partir de imersdo em agua quente,
para obtencédo do formato de cabaca. Ademais, outra caracteristica importante é a
utilizacdo do soro-fermento, coletado da prépria produgéo do queijo, armazenado de
um dia para o outro e adicionado ao leite para conferir consisténcia e sabor ao
Porungo. O soro-fermento consiste em um liquido fermentado que contém grande
populacdo de bactérias laticas. O processo de producdo do queijo Porungo esta

representado na figura abaixo.
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Figura 1 — Fluxograma de produc¢éo do queijo porungo
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Fonte: Adaptado de SILVA et. al. (2020)

Em suma, o leite fresco é posto em recipientes de aluminio ou plastico na
mesma temperatura de ordenhada (= 35 °C). Posto isso, uma cultura starter natural
(soro-fermento) é adicionada ao leite acrescida do coalho liquido comercial. O leite
com os ingredientes fica em repouso para que ocorra a coagulacdo. A coalhada
formada é cortada em pedacos e, juntamente com 0 soro sdo agitados suavemente.
Quando os pedacos da coalhada sdo considerados secos o suficiente, a agitacédo é
cessada, assim, os pedacos descem e permanecem no fundo do recipiente
juntamente com o soro para permitir a formacéo de uma Unica massa. Posteriormente,
0 excesso de soro é removido, e uma pequena parte é mantida em temperatura
ambiente para ser utilizado na producao do dia seguinte. A coalhada € entédo cortada
em tiras, esticada manualmente em agua a 80 - 90 °C e moldada em formatos de
cabaca. Por fim, os queijos sdo salgados em salmoura em temperatura ambiente por
trés a dez horas, dependendo da massa do queijo (SILVA et. al., 2020).

As pesquisas e a atuacao da Universidade em conjunto com os produtores de
gueijo porungo tém apoiado a comunidade no aprimoramento de produtos e

processos, além de preservar a tradicdo do porungo.



28

4 ARTIGO 1

Este artigo foi aceito para publicacio na revista Annals of the

Brazilian Academy of Sciences no dia 06 de agosto de 2020.

Porungo cheese whey: a new substrate to produce 3-galactosidase

ABSTRACT
The bioconversion of porungo cheese whey to produce [(-galactosidase in batch
system was studied. The whey released after curd cutting and precipitation during
porungo cheese production was collected in borosilicate flasks. Two strains of
Kluyveromyces marxianus, CCT 4086 and CBS 6556, and whey supplementation with
different nitrogen sources were evaluated. Different temperatures (30 °C and 37 °C)
and pH values (5.0 to 7.0) were investigated to establish the best conditions for enzyme
production. The highest enzymatic activity was obtained by K. marxianus CCT 4086 in
porungo cheese whey supplemented with yeast extract (16.73 U mL-1). K. marxianus
CCT 4086 produced superior p-galactosidase activity when compared to CBS 6556
for all media tested (ranging from 11.69 to 14.40 U mL-1). Highest B-galactosidase
activity was reached under conditions of pH 7.0 and 30 °C using K. marxianus CCT
4086 in the better media composition. The lowest enzymatic activity was observed at
37 °C for all pH values tested (10.69 U mL-1 to 13.94 U mL-1) and a highest [3-
galactosidase activity was reached in pH 7.0 for both two temperatures (11.42 to 15.93
U mL-1). Porungo cheese whey shows potential for industrial B-galactosidase

production by microbial fermentation.

KEYWORDS: Whey. B-galactosidase. Kluyveromyces marxianus. Agroindustrial

residues.
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4.1 Introduction

Whey is the main by-product of the dairy industry, being a significant source of
environmental pollution because of its high volumes of production and organic load.
This by-product has a biological oxygen demand (BOD) ranging from 30 g L™ to 50 g
L1, which associated with improper disposal, can lead to serious environmental
problems (Kosseva et al. 2009, Prazeres et al. 2012). Although about half of the total
worldwide production of whey is disposed in wastewater treatment plants or reused in
farms, whey presents an interesting composition of lactose (45-50 g L1), protein (6—8
g L), lipids (4-5 g L), and mineral salts (5—7 g L1), thus showing great potential for
use in bioprocess to obtain compounds of interest, such as the enzyme -
galactosidase (Rech & Ayub 2007, Gupte & Nair 2010, Choonia & Lele 2013, Gabardo
et al. 2014). Since the annual worldwide production of whey is estimated at around 160
million tons, the implementation of the technologies that contribute to obtain high
added-value products using it in new processes characterizes an important industrial
gain (Guimaraes et al. 2010, Gabardo et al. 2014).

Porungo is an artisanal cheese traditionally manufactured by farmers using raw
milk in the southwestern region of Sdo Paulo State, Brazil, and has similar
characteristics of mozzarella cheese. On its production process, fermented-whey
(endogenous culture) is added in the milk to start a new production of cheese. Porungo
cheese contains a large population of lactic bacteria responsible for its aspect and
flavor characteristics (Pezzo 2017). So far, there are no reports on the industrial use
of porungo cheese whey, therefore, its biotransformation may be scientifically
interesting.

The B-galactosidase enzyme, commercially known as lactase (EC 3.2.1.23), is
classified as a hydrolase that catalyzes lactose hydrolysis, resulting in the equimolar
mixture of glucose and galactose (Grosova et al. 2008, Fai & Pastore 2015). B-
galactosidase is widely used in the food industry for low-lactose products, which offers
benefits in health and food technology (Grosova et al. 2008, Husain 2010). This
enzyme is found in vegetables (almonds, peaches and apples), animals (intestines and
brains), and microorganisms (filamentous fungi, bacteria and yeasts) (Santiago et al.
2004, Grosova et al. 2008, Fai & Pastore 2015). However, microbial production is the
industrial choice, since it allows for higher yields and controls, being yeasts and fungi

the preferred microorganisms for commercial applications. In this context, the yeasts
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of the genus Kluyveromyces (K. lactis, K. fragilis, and K. marxianus), and the fungi
Aspergillus niger and A. oryzae have been reported as the main sources of commercial
enzymes (Santiago et al. 2004, Grosova et al. 2008, Pereira et al. 2012, Fai & Pastore
2015).

The production of B-galactosidase has been successfully studied by different
research groups (Rech et al. 1999, Santiago et al. 2004, Manera et al. 2011) evaluating
the influence of different lineages, media and process conditions. In this sense, several
strategies were researched for the production of 3-galactosidase, involving cultivation
in fed batches (Rech & Ayub 2007, You et al. 2017), continuous culture (Ornelas et al.
2008) and genetic engineering (Oliveira et al 2011, Zhou et al. 2013). Regarding batch
cultivations, different yeast strains and supplementation of cheese whey, using
different nitrogen sources have been investigated. Improvements in the growth kinetics
of K. marxianus ATCC 46537 in the enzymatic synthesis were observed by Santiago
et al. (2004), when cheese whey permeate was supplemented with different yeast
extract concentrations. In this study, performed at 30 °C, 150 rpm and pH 5.5, the
enzymatic activity was not influenced by the concentration of yeast extract (6 g L' or
12 g L), however, the addition of this nitrogen source significantly increased the
enzymatic activity when compared with media without supplementation. A similar result
was obtained by Rech et al. (1999) when testing two different nitrogen source (yeast
extract and urea) and two strains of K. marxianus (CBS 712 and CBS 6556) in
cultivations using cheese whey at 30 °C, 200 rpm and pH 5.5. According to the authors,
urea supplementation led to a limited growth of the strains due to the alkalinization of
the culture medium. The highest cell growth and enzymatic activity occurred when
media was inoculated with K. marxianus CBS 712 and supplemented with yeast
extract. Manera et al. (2011) tested the influence of different concentration of two
nutrient sources, corn steep liquor and Prodex-lac® yeast hydrolysate, and pH values,
ranging from 5.0 to 7.0. They observed that the highest enzymatic activity of 3-
galactosidase from K. marxianus CCT 7082 was obtained at 30 °C and 180 rpm with
the increased concentration of corn steep liquor and decrease of pH. B-galactosidase
is an intracellular enzyme and requires cell disruption for its release, a fundamental
step in the downstream processes. Different methods can be used to extract
intracellular enzymes, depending of the microorganism type, its location within the cell
and the desired use of the compound of interest. Mechanical, physical, chemical,

enzymatic methods and the combination of these can be applied. However, because
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B-galactosidase has its main application in food, the disruption of Kluyveromyces cells
should not be carried out by chemical methods, as it would require decontamination,
increasing production costs. On the other hand, mechanical methods of cell disruption
do not imply toxicity risks, as they do not include chemicals in the process (Medeiros
et al. 2008). Among the mechanical methods, cell-breaking using glass beads as well
as ultrasonic energy-break are considered highly efficient methods. Mechanical
disruption using glass beads is considered simple, since it does not require a large
operational apparatus, as it basically uses glass beads abrasion and shear, leading
the cell wall rupture and release of the enzyme (Lemes et al. 2012).

From these considerations, we can devise the biotechnological potential of
using porungo cheese whey as alternative carbon source to produce -galactosidase
enzyme, allowing the use of this agroindustrial by-product from the dairy farms to
obtain added-value biomolecules to be used in the food industry, contributing to the
regional development Therefore, the aims of this research were to investigate the
synthesis of 3-galactosidase enzyme using porungo cheese whey as substrate to K.
marxianus culture as biocatalyst. Different strains and media supplement, pH, and
temperature were evaluated in order to establish the optimal conditions of enzyme
production.

4.2 Materials and methods

4.2.1 Microorganisms

Kluyveromyces marxianus CBS 6556 was obtained from Centraalblireau vor
Schimmel-Cultures (Amsterdam, The Nederlands) and K. marxianus CCT 4086 was
provided by Tropical Culture Collection of André Tosello Foundation (Campinas,
Brazil), both donated by Biotechnology & Biochemical Engineering Laboratory
(BiotecLab), of the Food Science and Technology Institute (ICTA) of the Federal
University of Rio Grande do Sul, Brazil. The strains were maintained on agar slants at

4 °C, as reported elsewhere (Furlan et al. 1995).

4.2.2 Porungo cheese whey characterization
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Porungo cheese whey was provided by farmers located in the southwestern
region of Sdo Paulo State, in the Lagoa do Sino Territory, Brazil. The whey was
obtained through the production process of the artisanal porungo cheese. After raw
milk coagulation by the addition of rennet and fermented whey (which contains the
endogenous microbiota), the curd was cut to obtain the separation of the solid fraction
(proteins and fats) and the liquid (whey). In this stage, a small volume of approximately
2 L of whey were collected in plastic bottle and kept under room temperature for
fermentation (used in the next day production) and the rest was collected in sterilized
borosilicate reagent flasks and transported in isothermal boxes to the laboratory. This
material was stored frozen at -20 °C until use.

The protein content of porungo cheese whey was determined by Micro-Kjeldahl
method, using 6.38 as correction factor (Instituto Adolfo Lutz 2004). Ashes were
determined by Adolfo Lutz Institute 2004 methodology by incinerating 20 mL of
porungo cheese whey, followed oven burning at 550 °C in a muffle. The lipid content
was evaluated by the butyrometric method using sulfuric acid and isoamyl alcohol as
reagents (Lanagro, 2014). Total dry extract content was determined according to
Adolfo Lutz Institute 2004 in an oven at 105 °C until constant mass. Lactose was
evaluated by the 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller 1959), from a lactose

calibration curve.

4.2.3B-Galactosidase production in batch system

The enzyme production was studied in two steps. First, two strains of K.
marxianus and three different media were tested in a rotary shaker to evaluate the
conversion of porungo cheese whey into B-galactosidase. The media composition
tested were porungo cheese whey without any supplementation (S); porungo cheese
whey supplemented with 3 g L of yeast extract (SE); and porungo cheese whey
supplemented with 3 g L of yeast extract and 5 g L of bactopeptone (SEP). To avoid
precipitation during autoclaving, whey proteins were hydrolyzed using a commercial
protease (Alcalase 2.4 L, 2.4 UA-A g-1, Tovani Benzaquen Ingredients, Sao Paulo,
Brazil) at pH 8.5, 55 °C for 3 h. Inocula were prepared by transferring isolated yeast
colonies to a 250 mL conical flasks containing 50 mL of YEP-lactose medium (yeast
extract, 10 g L%; bactopeptone, 20 g L?; lactose, 20 g L), pH 7.0, and incubated in an

orbital shaker at 200 rpm for 15 h at 30 °C. Cell concentration was adjusted for optical
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density at 600 nm (ODsoonm) Of 1, which corresponded to 1.5 g L™ for K. marxianus
CBS 6556 and 1.4 g L for K. marxianus CCT 4086. The fermentation experiments
were carried out in conical flasks of 250 mL containing 45 mL of sterilized cultivation
media and 5 mL of inoculum totalizing 50 mL of fermentation medium at 30°C and 200
rpm. Batch cultivations were carried out in duplicate. The samples were withdrawn
periodically at each 5 h up to 25 h of cultivation.

In the second experimental step, the influence of the temperature (30 °C and 37
°C) and pH (5.0, 6.0, and 7.0) was evaluated. The fermentation was conducted using
the best media obtained in the previous step, using porungo cheese whey
supplemented with yeast extract and the K. marxianus CCT 4086 strain. This step was
performed in 250 ml conical flask filled with 50 ml of the total fermentation volume,
incubated under stirring of 200 rpm for a period of 25 h. The samples were withdrawn
periodically at each 5 h. All experiments were performed in duplicate. Data were
statistically evaluated by analysis of variance (ANOVA) using Statistica 7.0 software
(StatSoft, USA).

4.2.4 Analytical determinations

4.2.4.1 Mechanical cell disruption

Because B-galactosidase is an intracellular enzyme, a cell wall disruption step
is required to release the enzyme from the cytosol of strains K. marxianus CCT 4086
and CBS 6556. Thus, cells collected at 3,000 x g for 15 min at room temperature, with
the supernatant separated for lactose determinations and the cell pellet resuspended
in 0.1 M phosphate buffer (pH 7.3) for subsequent enzymatic extraction. The cell wall
was broken using 1.1 g of glass beads per ml of cell suspension (Medeiros et al. 2008)
under vigorous agitation for 5 min using a vortex to allow cell wall abrasion and shear.
The supernatant containing the enzyme was separated by the cell debris by
centrifugation under the same conditions as described above and then used to
determine enzyme activity. Tests were performed to determine which time, 5 or 10 min,
lead to better cell disruption (data not shown). As time did not differ in the enzymatic

activity, time of 5 min was chosen in this work.

4.2.4.2 Biomass and lactose concentration
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Cell concentration was determined by optical density at 600 nm and correlated
with dry cell weight (g L?). Lactose concentration was determined by the 3,5-
dinitrosalicylic acid (DNS) method (Miller 1959) using lactose calibration curve as

standard.

4.2.4.3 B-galactosidase activity

The determination of B-galactosidase enzymatic activity was performed using
ONPG (o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside) as substrate, according to Klein et al.
2013. The reaction occurred by mixing and incubating 50 uL of enzyme and 0.5 mL of
0.1 M potassium phosphate buffer (pH 7.0) and 1.5 mM of magnesium chloride (MgCl2)
containing 10 mM of ONPG at 37 °C for 2 min. The reaction was stopped by adding
0.1 M sodium carbonate buffer (pH 10.0). The o-nitrophenol (ONP) released was
determined using spectrophotometer at 415 nm. One unit of enzymatic activity (U) was
defined as the amount of enzyme required to release 1 umol of ONP per minute under

analysis conditions.

4.2.4.4 Enzymatic assay of the produced [3-galactosidase

To investigate the optimum temperature and pH of the B-galactosidase, the
enzyme activity under different conditions were measured. The optimum temperature
of B-galactosidase was evaluated ranging from 20 °C to 60 °C in activity buffer at pH
7.0. Likewise, the optimum pH of B-galactosidase was evaluated ranging from 5.5 to
8.0 at 37°C. The reaction occurred using 50 uL of B-galactosidase extract and 0.5 mL

of activity buffer containing 10 mM ONPG for 2 min.
4.3 Results and discussion
4.3.1 Composition of porungo cheese whey
The centesimal composition of porungo cheese whey used in this work is
presented in Table I. Cheese whey, in general, is described as containing water (94-

95 %), lactose (4.5-5 %), proteins (0.8-1 %), lipids (0.4-0.5 %) and mineral salts (0.7-
0.8 %) (Siso 1996, Christensen et al. 2011, Das et al. 2016). However, the composition
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depends on several factors, such as the type of milk used in cheese production, the
technological processes used and the type of animal species and their diet
(Vasconcelos et al. 2018). The values obtained in this study are in agreement with
those found by Carvalho 2007, in which the average lactose is around 5 % and the
average protein amount is 0.95 %. Similar results were obtained by Boldrinia et al.
2011, who found percentages of approximately 4.7 % for lactose and 1.5 % for total
proteins, and by Kosikowski 1979, who reported values of 4.9 % for lactose and 0.5 %
for ashes. This composition, specially the lactose content, reinforces the idea that
porungo cheese whey is rich in fermentable carbohydrate with high potential for 3-

galactosidase production.

4.3.2 B-galactosidase production by diferente strains and media

These experiments were carried out in order to determine the effect of media
supplementation on the ability of the two strains of K. marxianus, to use the porungo
cheese whey in the bioconversion to $-galactosidase. Once [-galactosidase enzyme
remains intracellularly, cell disruption is an essential step in the process to obtain this
enzyme (Medeiros et al. 2008, Dagbagli & Goksungur 2008). Although mechanical
methods are not specific, they have high efficiency and wide application compared to
other methods, such as enzymatic digestion of cell wall (Numanoglu & Sungur 2004,
Medeiros et al. 2008). Although the chemical method has been described as more
efficient in some studies (Becerra et al. 1998, Bansal at al. 2008) the chemical cell
rupture would imply in the contaminant removal, with increased production costs
(Medeiros et al. 2008). However, Numanoglu & Sungur 2004 compared physical and
chemical procedures, reporting that the activities were not significantly different.
Medeiros et al. 2008, investigated the effect of the amount of glass beads (0.44 to 1.1
g mL* of cell suspension) and the time of cell rupture (10 min to 40 min), reporting best
results for 1.1 g of beads per mL of cell suspension and that times over 10 min did not
increased enzymatic activity. Dagbagli & Goksungur 2008, tested different chemical
and mechanical methods for obtaining the intracellular 3-galactosidase from K. lactis.
The highest enzymatic activity (3,416.6 U g') was obtained when the cells were
permeabilized using isoamyl alcohol. Similar result was obtained by mechanical
rupture of the cells using glass beads (3,038.9 U g*!) and the lowest enzymatic
activities were found when using Triton X-100 (1,888.8 U g), liquid nitrogen (1,199.4
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U g), SDS (964.3 U g1), and sonication (152.6 U g?). Thus, the extraction process
using glass beads under vortex agitation proved to be very efficient. Freitas 2013,
studied two methods based on using 1.10 g of glass beads per mL: 1) rupture following
30 min vortex agitation with intervals of 2 min in ice-bath every 5 min and, 2) rupture
by 40 min of ultrasound at 25 °C with an interval of 10 min preventing enzyme
denaturing caused by water overheating. The first strategy showed a superior
enzymatic activity (87.4 %) compared with second strategy. Based on these studies,
in this work we used 1.1 g of glass beads per mL of cell suspension and tested two
different times for cell rupture: 5 min and 10 min. Enzymatic activity did not differ for
the two rupture cell times tested (data not shown). Thus, cells were disrupted for 5 min.

The enzymatic activity was influenced by both strain and culture media. The
Tukey test showed statistical differences (p<0.05) between media S and the media
with supplementation, SE and SEP, but not between these last two. The highest
enzymatic activity was obtained for K. marxianus CCT 4086 strain in porungo cheese
whey supplemented with yeast extract (SE) and the lowest values were obtained in
porungo cheese whey without supplementation (S) for the two strains tested (Figure 1
and 2). In all experiments (three media and two strains) the highest enzymatic activity
was achieved in 20 h of cultivation. Kinetics of lactose consumption, enzymatic activity
and biomass formation for K. marxianus CBS 6556 in different media are shown in
Figure 1. Lactose was practically consumed following 25 h of cultivation for all tested
media, ranging from 92.4 % to 93.3 %, being the lowest consumption for the porungo
cheese whey without any supplementation (S). Moreover, the lowest biomass
concentration was observed in the whey without supplementation (5.35 g L%). The
same behavior was observed to enzymatic activity, reaching of 11.69 U mL™? for S
media compared to a maximum of 14.45 U mL? in porungo cheese whey
supplemented with yeast extract (SE). Lactose was totally consumed for K. marxianus
CCT 4086 in 20 h of cultivation for the all media tested (Figure 2), however a slower
lactose metabolization kinetics was observed for S media when compared to the other
two cultivation media (SE and SEP). Biomass concentration was similar for all media
evaluated, reaching of 455 g L, 436 g L! and 424 g L' in S, SE and SEP,
respectively, after 20 h of cultivation. Moreover, the enzyme activity was highest in 20
h of cultivation for all media tested, ranging from 14.41 U mL*t0 16.73 U mL1in S and
SE media, respectively. An enzymatic activity of 14.54 U mL! was obtained in SEP

following 20 h of cultivation. The results are in agreement with Rech et al. 1999 and
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Santiago et al. 2004, who observed the highest cell growth and [(-galactosidase
synthesis using cheese whey or cheese whey permeate supplemented with yeast
extract using different strains of K. marxianus. Rech et al. 1999 reported that specific
B-galactosidase activity did not differ between K. marxianus CBS 6556 and CBS 712
strains, although the last strain showed a higher biomass concentration. Braga et al.
2012 investigated the optimal enzyme condition, using cheese whey and rice effluent
in cultures of K. marxianus CCT 7082, and the supplementation of the media with yeast
extract led to a highest enzymatic activity of 10.45 U mL-%, lower than that obtained in
this work. Contradictorily, Gupte & Nair 2010 observed that enzymatic activity was not
influenced by supplementation of the cheese whey with different nitrogen sources
using K. marxianus NCIM 3551. Although in this work the enzymatic activity did not
differ between SE and SEP (p<0.05) for the two strains studied, subsequent tests were
performed using SE because it would be a cheaper media. The strain K. marxianus

CCT 4086 was chosen because it produced the highest enzymatic activity.

4.3.3B-galactosidase production on diferente pH and temperature

Enzyme activity of K. marxianus CCT 4086 growing in SE was influenced by
both pH and temperature (p <0.05), reaching the highest amount of 15.93 U mL* at
pH 7.0 and 30 °C (Table Il). Lactose was completely consumed following 25 h of
cultivation for all tested pH (5.0, 6.0 and 7.0), with a slower lactose metabolization at
pH 5.0 for both temperatures tested (Figure 3 and 4). The pH also influenced the
biomass formation. While the lower pH (5.0) produced less biomass in both
temperatures (4.49 g L't and 5.27 g L), the highest biomass concentration of 7.68 g
Lt and 6.95 g L't at 30 °C and 37 °C, respectively, was achieved at pH 7.0. The
enzymatic activities of all cultures peaked at 20 h of fermentation. Again, highest values
of enzymatic activity were influenced by pH, the lowest at pH 5.0 and the highest at pH
7.0. Regarding temperature, at 37 °C the lowest values were found, and the highest,
at 30 °C (Table II). Similar results were observed by Furlan et. al. (2001), who reported
maximum [B-galactosidase enzymatic activity at 30 °C and minimum at 37 ° C in
cultures of Kluyveromyces marxianus CDB 002 in sugar-cane molasses medium (100
gL

The maximum specific growth rate (umax), the yields of biomass formation (Yxs),

specific product (Ye/x), and yields of product per substrate (Yrpss), calculated at 20 h of
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cultivation are shown in Table Ill. The lowest temperature (30 °C) led to the highest
values of all kinetics parameters for all pH tested. The kinetic parameters increased
with increased of pH values, except for Yp/x, which was decreasing with pH. Rech et
al. 2009 found highest values of umax (0.49-0.61 h't) and Yxs (0.29-0.71 g g*) for the
two K. marxianus CBS 712 and CBS 6556, in experiments conducted in bioreactors.
Although Machado et al. 2015 found the enzymatic activity of 41.7 U mL™? in cultures
of K. marxianus CCT 7082 in cheese whey and glycerol, pH 5, the specific product
concentration was 1.85 U g of dry cell, a value very smaller than that obtained in this
work (2.55 U mg?). Alves et al. 2010 evaluated the kinetic parameters using synthetic
lactose media and different aeration conditions in bioreactor and found the range of
enzymatic activity ranging from 4.7 U mL*to 14.6 U mL, the Yx;s range of 0.07 g g*
to 0.35 g gt and Ypix range of 0.26 g g*to 0.59 U g. Our results indicate the potential

of using porungo cheese whey in this bioprocess.

4.3.4 Optimal conditions for enzyme activity

The effect of the temperature and pH on the relative activity of the [-
galactosidase produced by K. marxianus 4086 using porungo cheese whey as
substrate is presented in Figure 5. The enzyme showed optimal activity at 37 °C and
pH 6.5, in agreement with other studies using -galactosidase from Kluyveromyces sp.
(Siso 1996, Jurado et al. 2002, Mlichova & Rosenberg 2006, Klein et al. 2013). The
enzymatic activity is dependent on the temperature (Figure 5a), in which an ascendant
activity was observed up to reach the maximum activity at 37 °C. Above this
temperature, the activity sharply declined due to enzyme denaturation. This occurs
because the activation energy (Ea) values for enzyme deactivation is typically higher
than the Ea values for activation effect, once protein denaturation involves unfolding of
large segments of the polypeptide chain (global process), requiring greater free energy
change than that required for stabilization of the transition state at the active site
(localized process) (Damodaran et al. 2007). The pH effect on the relative activity of 3-
galactosidase was evaluated in the range of 5.5 to 8.0 (Fig. 5b). The enzymatic activity
was upward until pH 6.5, when it reached the maximum value and from which activity
started to decline. lonizable groups in enzymes can undergo transitions dependent of
the pH based on the pKa values of the amino acid residues (Damodaran et al. 2007).

The low enzymatic activity at pH 5.5 occurs because the isoelectric point (pl) of the -
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galactosidases is 5.42 (Zhou & Chen 2001). The enzyme showed optimal activity at
pH 6.5 probably due to that the B-galactosidase has two active-site carboxyl groups in
active site, one protonated (Glu*?) and one ionized (Glu®°!), being both able to coexist
in the same time at neutral pH (Zhou & Chen 2001).

The results obtained in this work are similar to Jurado et al. 2002 that studied
the effect of temperature and pH on the activity of -galactosidase produced by
Kluyveromyces fragilis and found the highest enzymatic activity at temperature 37 °C
and pH 6.6. When investigating the influence of temperature (17-42 °C) and pH (5.0 to
9.0) on the activity of f-galactosidase from Kluyveromyces lactis in the free form, Song
et al. 2010 also found the optimum temperature of 37 °C and pH value of 7.0. Although
in the study of Klein et al. 2013 the authors observed the maximum (-galactosidase
activity at 45 °C using B-galactosidase from Kluyveromyces lactis (Maxilact LX 5000)
in free form, the optimum pH of 6.5 was in accordance with results in this work. Since
the optimum pH of the B-galactosidase is near neutral, the enzyme is quite suitable for
saccharifying milk and sweet whey, setting up a higher demand to be used in these
products compared to B-galactosidases from fungi species (Siso 1996, Mlichova &
Rosenberg 2006). The knowledge of the optimum enzymatic conditions consists as an
important tool for its industrial application.

Porungo cheese whey proved to be an alternative and inexpensive carbon
source for B-galactosidase production, even when non-supplemented. Moreover, the
use of this by-product allows to associate both the reduction of environmental impacts
caused by its inadequate disposal, with the production of a biomolecule that can be
applied in the development of new products of the food industry. This study is a pioneer
in the investigation of the biotechnological potential of the whey obtained from the
porungo cheese, which may contribute to advances in scientific studies in the area of

bioprocesses and food engineering.

4.4 CONCLUSION

Results showed the promising use of porungo cheese whey to produce (-
galactosidase enzyme, using minimally media supplementation. The two yeast strains
were able to produce biomass and the target enzyme. K. marxianus CCT 4086 was
more efficient in the production of B-galactosidase using porungo cheese whey as

substrate when supplemented with yeast extract at pH of 7.0 and temperature of 30
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°C. Porungo cheese whey has not been used in bioprocess before and this is one of
the first research on its potential use in biotechnology.
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Figure 1 - Kinetic of Kluyveromyces marxianus CBS 6556 in (a) porungo cheese whey, (b)
porungo cheese whey suplemented with yeast extract and (c) porungo cheese whey
supplemented with yeast extract and bactopeptone at 200 rpm and 30 °C. Lactose (-e-).
Biomass (-m-). Enzymatic activity (-*-)
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Figure 2 - Kinetic of Kluyveromyces marxianus CCT 4086 in (a) porungo cheese whey, (b)
porungo cheese whey supplemented with yeast extract and (c) porungo cheese whey
supplemented with yeast extract and bactopeptone at 200 rpm and 30 °C. Lactose (-e-).
Biomass (-m-). Enzymatic activity (-*-).
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Figure 3 - Kinetic of Kluyveromyces marxianus CCT 4086 in porungo cheese whey
supplemented with yeast extract at 200 rpm and 30 °C in (a) pH 5.0, (b) pH 6.0 and (c) pH 7.0.
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Figure 4 - Kinetic of Kluyveromyces marxianus CCT 4086 in porungo cheese whey
supplemented with yeast extract at 200 rpm and 37 °C in (a) pH 5.0, (b) pH 6.0 and (c) pH 7.0.
Lactose (-e-). Biomass (-m-). Enzymatic activity (-*-).
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Figure 5 - Effect of temperature (a) and pH (b) on the B-galactosidase activity from
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 produced in the better conditions.
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Table I - Centesimal composition of porungo cheese whey

50

Component %
Moisture 93.25+0.118
Dry extract 6.76 £ 0.118
Lipids 0.30 £ 0.00
Protein 1.09 £ 0.025
Lactose 4.30 + 0.026
Ash 0.53 £ 0.005

Table Il - Enzymatic activity for different pH (5.0, 6.0 and 7.0) and temperatures (30 °C and 37
°C) in 20 h of cultivation of K. marxianus CCT 4086 cultured in porungo cheese whey
supplemented with yeast extract at 200 rpm in shaker.

pH

Temperature (°C)

30 37

Enzymatic Activity (U mL™?)

11.42 +0.00382 10.69 + 0.103A2
14.35 + 0.0098P 11.29 + 0.3444P
15.93 + 0.0105¢ 13.94 + 0.0114¢

Note: Tukey test (p<0.05) on lines (uppercase letter) and in column (lowercase letter).
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Table Il - Kinetics parameters of K. marxianus CCT 4086 cultured in porungo cheese whey supplemented with yeast extract at 200 rpm in shaker
under different pH (5.0, 6.0 and 7.0) and temperature (30 °C and 37 °C).

pH Temperature (°C)
30 37
Mmax Yxis Ypix Ypis MHmax Yxis Ypix Ypss
(h) (9g? Ugh)  (Ugh (hh  (@gh (UghH (Ugh
5 0.23 0.09 2.55 0.23 0.20 0.11 2.03 0.22
6 0.30 0.13 2.29 0.30 0.25 0.12 1.86 0.23
7 0.34 0.16 2.07 0.34 0.21 0.14 2.01 0.31
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho foi realizado visando avaliar o processo da producdo da enzima
B-galactosidase a partir de um subproduto importante da agroindistria de laticinios,
proporcionando assim o aproveitamento alternativo do mesmo e contribuindo para a
menor geracdo de poluente. Para tanto, uma série de etapas foram desenvolvidas,
abrangendo desde experimentos com diferentes linhagens de leveduras, testes com
suplementacdo de meios de cultivo, ruptura celular e posteriormente, testes com
diferentes variaveis de processo, onde avaliou-se as melhores condicdes de producao
a partir de uma ferramenta estatistica.

Em um primeiro momento, o presente trabalho buscou aprimorar a producéo
do metabdlito através da utilizacdo de diferentes linhagens de K. marxianus e meios
de cultivos. Para tanto, a cinética de fermentacdo de K. marxianus CCT 4086 foi
avaliada e comparada com K. marxianus CBS 6556. Os resultados mostraram que a
linhagem de K. marxianus CCT 4086 foi superior para a atividade enziméatica. Diante
do potencial de producao que a linhagem K. marxianus CCT 4086 apresentou ao longo
deste estudo, esta foi escolhida para as etapas posteriores de estudo em conjunto
com a suplementacdo do meio com extrato de levedura, pois este melhorou a
producdo desta enzima. Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os meios
SE e SEP sobre a variavel dependente atividade enzimatica, o meio SE foi escolhido
por ser um meio menos oneroso. Assim, a producdo da enzima foi avaliada por
intermédio de variaveis de processos importantes, sendo estas o pH e a temperatura,
onde os melhores resultados foram obtidos para pH préximos a neutralidade a uma
temperatura de 30°C.

Em concluséo, o soro de queijo porungo demonstrou ser uma fonte de carbono
alternativa e ndo onerosa para a obtencao da enzima [(-galactosidase, até mesmo em
meios nao suplementados. A linhagem K. marxianus CCT 4086 mostrou-se a mais
eficiente para a producdo da enzima em soro de queijo porungo suplementado com
extrato de levedura. Atrelado a isso, o aproveitamento de um subproduto advidno da
producédo artesanal de queijos, permite associar a reducdo dos impactos ambientais
ocasionados pelo inadequado descarte, com a obtencdo de uma biomolécula que
pode ser aplicada no desenvolvimento de novos produtos da industria de alimentos.

Este estudo é pioneiro na investigacdo do potencial biotecnoldgico do soro de queijo
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porungo, podendo contribuir para avangos de estudos cientificos da éarea de
bioprocessos e engenharia de alimentos.
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