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A B-galactosidase é uma enzima utilizada na preparacao de leite e produtos lacteos com
baixo teor de lactose, bem como suplementos alimentares, utilizados por individuos
intolerantes a lactose. O uso industrial de enzimas ainda apresenta um aumento de custo
gue se reflete no valor do produto final, uma alternativa que podera permitir a redugédo nos
custos de produgdo € a obtencdo da enzima B-galactosidase recombinante, onde uma das
principais etapas do processo envolve a purificagdo da enzima, onde podem ser utilizadas
técnicas cromatograficas. Com isso, objetivo deste trabalho foi determinar condigcbes
cromatograficas para a obtengdo da enzima [3-galactosidase recombinante. Cepas de E. coli
recombinante BL21(DE3) transformadas com o gene que codifica a enzima B-galactosidase
de Kluyveromyces sp., foram cultivadas em batelada alimentada, em biorreator de 2L em
condi¢cdes previamente determinadas. As células cultivadas foram ressuspendidas em
tampao Tris/HCI 50 mM pH 7,5 (TpA), rompidas em Prensa French e a fracdo soluvel foi
coletada. Esta fracdo foi centrifugada (18.000 rpm, 30 min, 4°C) e passou por uma etapa de
precipitacdo do DNA utilizando sulfato de estreptomicina a 0,1%. A fracdo solavel foi
dialisada em TpA e utilizada posteriormente. Foram testadas técnicas de purificagdo de
troca anibnica, utilizando a coluna cromatografica HiPrep Q HP, e de interacdo hidrofébica,
utilizando a coluna Source 15 PHE, em sistema AKTA Purifier. Entre cada etapa
cromatografica a amostra foi dialisada em TpA e para aplicacao na coluna de interacdo
hidrofébica a amostra foi previamente tratada com sulfato de aménio 750 mM. Os
cromatogramas obtidos foram analisados e as fragfes de interesse foram coletadas. Para
todas as amostras, a concentracao de proteina foi determinada pelo método de Bradford e a
atividade enzimatica foi determinada utilizando o-nitrofenol-B-D-galactopiranoside (ONPG)
como substrato. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 12%. Foi observado que o
rendimento diminuiu posteriormente a cada etapa cromatogréfica, porém a enzima
permaneceu ativa em todas as etapas testadas. Apds a etapa de troca anibnica o
rendimento da cromatografia foi de aproximadamente 50%, quando utilizada na sequéncia a
etapa de interacdo hidrofébica o rendimento do processo diminuiu para 1,7%, sem alterar a
eficiéncia da purificagdo. Os melhores resultados de purificagcdo da [-galactosidase
recombinante foram obtidos utilizando apenas a coluna cromatogréafica de troca anibnica,
apresentando atividade enzimatica especifica de 5,35 U/MQgroeina. Sendo assim, esses
resultados sdo importantes para a realizacdo de novos estudos com a utilizacdo de novas
técnicas de purificagéo, visando reduzir os custos da producéo da enzima.
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