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Producio da enzima B-galactosidase recombinante em biorreatores atraves
de cultivos em batelada alimentada com controle DO-stat e Linear
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RESUMO

A f-galactosidase é uma enzima que hidrolisa a lactose em seus monossacarideos
constituintes, tendo grande importancia para a inddstria de laticinios. O objetivo deste
trabalho foi estudar a superexpressdo da f-galactosidase recombinante em biorreatores, por
meio de cultivos em batelada alimentada com controle DO-stat e Linear. Os cultivos foram
realizados em biorreatores de 2 L, foram utilizadas a cepa de Escherichia coli recombinante
BL21(DE3), contendo o gene da p-galactosidase de Kluyveromyces sp, o meio LB foi
utilizado como meio de cultura e a temperatura de 30°C. Nos cultivos em batelada
alimentada, a alimentacdo foi iniciada ap6s 5 h, e os cultivos foram conduzidos por 30 h.
Foram estudados trés tempos de inducdo para expressdo da enzima (12h, 18h e 24h),
utilizando 1 mM de isopropiltiogalactosideo (IPTG). As maiores atividades enzimaticas
especificas (aproximadamente 40 U/mgproteina) foram obtidas no cultivo com alimentacéo DO-
stat e com inducdo em 12h de cultivo.
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INTRODUCAO

A p-galactosidase ou lactase é uma das principais enzimas utilizadas no
processamento de alimentos. Sua aplicacdo tem sido na hidrolise da lactose do leite ou
derivados lacteos (Pereira-Rodriguez et al., 2012). Esta enzima também tem sido utilizada
como suplemento alimentar por individuos intolerantes a lactose (Belem e Lee, 1998). A
intolerancia a lactose é definida como uma sindrome clinica de desconforto intestinal e ocorre
devido aos baixos niveis (ou auséncia) de atividade da enzima B-galactosidase no aparelho
digestivo. O numero de individuos diagnosticados com esta intolerancia tem aumentado
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mundialmente, fazendo com que o mercado disponibilize cada vez mais produtos para este
publico especifico, consequentemente aumentando o uso desta enzima (Panesar et al., 2006).

O uso industrial de enzimas, ainda apresenta um aumento de custo significativo no
processo, que se reflete no valor do produto final. Uma alternativa, para aumentar a
produtividade e rendimento do processo, seria a utilizacdo da enzima recombinante e
producdo em larga escala, através de cultivos em batelada alimentada. Com isso, o objetivo
deste trabalho foi estudar a superexpressao da B-galactosidase recombinante em biorreatores,
por meio de cultivos em batelada alimentada com controle DO-stat e Linear.

MATERIAL E METODOS

Os cultivos foram desenvolvidos em biorreator de bancada com duas dornas de 2 L
cada (BIOSTAT® B Plus). No cultivo foi monitorado o oxigénio dissolvido (OD), consumo
de glicose, pH, temperatura, agitacdo e biomassa. Em todos os cultivos em biorreatores (em
batelada e em batelada alimentada), foram utilizadas a cepa de E. Coli recombinante
BL21(DE3) transformada com o gene que expressa a B-galactosidase de Kluyveromyces sp., 0
meio de cultura LB (10 g/L cloreto de sodio, 10 g/L de triptona, 5 g/L extrato de levedura, 16
g/L de agar) e a temperatura de 30°C. Estas condi¢cBes foram determinadas em cultivos
prévios realizados em shaker. Os pré-indculos, foram realizados em shaker, com agitacdo de
180 rpm, em meio de cultivo LB, temperatura de 37°C, por aproximadamente 18 h.

Os cultivos em batelada alimentada foram realizados com volume inicial de 1 L de
meio de cultivo LB. O meio de alimentacdo utilizado continha: 400 g/L de glicose, 25 g/L de
sulfato de magnésio e LB concentrado (2 x), a alimentacdo foi ligada ap6s 5 h de cultivo em
batelada e os cultivos foram conduzidos por 30 h. Foram testadas duas estratégias de
alimentacéo: (1) DO-stat, onde a concentracdo de oxigénio dissolvido (pO2) foi mantida acima
de 30%, a agitacdo na fase alimentada foi aumentada gradativamente, em um intervalo de 90
minutos, de 650 rpm para 750 rpm permanecendo até o final do cultivo; (Il) Linear
ascendente com variacao de 1 a 3% da vazdo total da bomba de alimentacédo, nesta estratégia
0 pO foi mantido em 30% através de cascata de agitacao.

Foram estudados trés tempos de inducdo para expressao da enzima (12 h, 18 h e 24 h),
utilizando 1 mM de IPTG. Os experimentos foram realizados em duplicatas. Foram realizadas
coletas ao longo dos cultivos, onde foi determinada a concentracdo celular. Apds cada coleta
as amostras foram centrifugadas, onde nos sobrenadantes foram analisadas as concentragdes
de glicose e acetato. Os precipitados (pellet de células), foram padronizados em densidade
optica (OD) 5 (600 nm), em seguida ressuspendidos em 500 pL de tampédo Tris/HCl 50 mM,
pH 8,0, rompidos por sonicacdo (trés pulsos de 10 s) e centrifugados a 4°C, 13.000 rpm por
30 minutos. As fracdes foram separadas (soluvel e insoltvel) e analisadas.

METODOS ANALITICOS
A densidade dptica dos cultivos foi medida em espectrofotdmetro com comprimento
de onda de 600 nm. A expressdo da [-galactosidase foi analisada nas fragcdes soluveis e
insolUveis, por meio de SDS-PAGE (12%), utilizando Comassie Brilliant Blue como corante
e o marcador de peso molecular Page Ruler (ThermoScientific). A proteina intracelular foi
quantificada pelo método de Bradford (Bradford Protein Assay Kit, BioRad). A atividade da
enzima [-galactosidase foi determinada segundo a metodologia proposta por Rech et al.
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(1999), com modificacdes, utilizando ONPG (o-nitrofenol-p-D-galactopiranoside) como
substrato. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima
requerida para liberar 1 umol de ONP (o-nitrofenol) por minuto, nas condi¢des da analise.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela | estdo apresentados os valores maximos de atividade especifica da -
galactosidase, além dos pardmetros cinéticos dos cultivos estudados. Verifica-se que a
atividade méaxima foi obtida no cultivo com alimentacdo DO-stat e com indugdo em 12 h de
cultivo. Os parametros cinéticos envolvidos na produgdo da enzima, como produtividade e
rendimento enzimaticos também foram maiores nesta condi¢do. Quando se estudou os tempos
de indugdo com alimentagdo linear a maior atividade especifica e produtividade enzimatica
foram obtidos com 18 h de indugdo. Os menores valores foram observados quando utilizada
esta estratégia de alimentacéo realizando a inducdo em 24 h de cultivo.

Tabela I. Atividade especifica maxima de B-galactosidase e parametros cinéticos de cultivo
para as diferentes condicdes testadas.

Condicéo estudada Atividade especifica Px Pp Yxis Yers
maxima (o/L.h)  (U/L.h)
(U/MmQprtoeina)
Descontinua alimentada
em DO-stat com 12 h de 39,42 0,510 1359,4 0,68 1036,6
inducao
Descontinua alimentada
em DO-stat com 18 h de 13,04 0,712 351,5 0,63 193,0
inducao
Descontinua alimentada
em DO-stat com 24 h de 11,11 0,545 491,8 0,68 355,4
inducao
Descontinua alimentada
linear ascendente com 12 h 10,47 0,653 480,5 0,76 312,8
de inducéo
Descontinua alimentada
linear ascendente com 18 h 19,80 0,562 507,0 0,64 238,6
de inducéo
Descontinua alimentada
linear ascendente com 24 h 3,70 0,735 89,9 0,91 27,1
de indugéo

Px = produtividade de células; Pp = produtividade enzimatica; Yxs = rendimento celular (conversao de substrato
em células); Yx» = rendimento enzimatico (conversdo de substrato em enzima).

A Figura | apresenta a expressao da B-galactosidase, nas fracfes solvel e insoluvel,
para o cultivos com alimentagédo em DO-stat com tempo de indugédo de 12 h.
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Figura 1. Expressdo solvel e insoluvel B-galactosidase no cultivo descontinuo alimentado utilizando a estratégia
DO-stat com inducéo em 12 h. M: marcador de peso molecular (Page Ruler); 1: expressdo solGvel com 12 h de
cultivo, sem inducéo; 2 a 8: expressao soliivel com inducdo, nos tempos de cultivo 16 h, 18 h, 20 h, 24 h, 26 h,
28 h e 30 h, respectivamente; 9: expressdo insoltvel com 12h de cultivo, sem inducdo; 10 a 16: expressdo
insoltvel com indugdo, nos tempos de cultivo 16 h, 18 h, 20 h, 24 h, 26 h, 28 h e 30 h, respectivamente.

Independente da estratégia de alimentacdo aplicada e do tempo de inducéo utilizado,
verificou-se a expressdo da B-galactosidase no tamanho de aproximadamente 120 kDa. Pode-
se observar que foi possivel obter a expressdo da enzima na fragcdo sollvel e que ndo ha
expressao sem inducdo, 0 mesmo ocorreu para todas as estratégias de alimentacdo e tempos
de inducéo testados.

CONCLUSOES

Neste trabalho, verificou-se a grande influéncia das condi¢bes de cultivo para a
expressdo e atividade da enzima p-galactosidase de Kluyveromyces sp. em E. coli
recombinante, onde o processo em batelada alimentada foi efetivo para a proposta dessa
etapa. Os resultados vém de encontro ao desenvolvimento de tecnologias que visem o
desenvolvimento e reducéo de custos na obtencdo de enzimas alimenticias. Como perspectiva
deste trabalho temos a purificacdo da proteina por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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