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Andlise de estratégias de controle de cultivo em biorreatores para a obtencéo da
enzima B-galactosidase recombinante
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A B-galactosidase € uma enzima que hidrolisa a lactose em seus monossacarideos
constituintes. Tem especial importancia para a industria alimenticia e farmacéutica sendo
utilizada como suplemento alimentar e para producdo de alimentos com baixo teor deste
acucar. Atualmente, ha um aumento de pessoas diagnosticadas com graus de intolerancia a
lactose, levando a industria a aumentar sua produgdo de produtos direcionados a estes
individuos. O uso industrial de enzimas ainda apresenta um aumento de custo no processo
refletindo no valor do produto final. Uma alternativa para aumentar a produtividade e
rendimento do processo € a utilizacdo da enzima recombinante e a producdo através de
batelada alimentada em biorreatores. O objetivo deste trabalho foi estudar a superexpressao
da enzima B-galactosidase recombinante em biorreatores por meio de cultivos em batelada
alimentada. Utilizou-se cepa Escherichia coli BL21(DE3) transformada, contendo o gene da
B-galactosidase de Kluyveromyces sp. Os cultivos foram realizados em biorreatores de
bancada e temperatura de 30°C. Nos cultivos em batelada alimentada, a alimentacdo foi
ligada apds 5 h e conduzidos por 30h. Testou-se duas estratégias de alimentacdo: DO-stat,
onde a concentragdo de oxigénio dissolvido (pO,) foi mantida acima de 30%, e linear com
variacdo de 1 a 3% da vazéao total da bomba de alimentacdo. Nesta estratégia o pO, foi
mantido em 30% através da cascata de agitagdo. Estudou-se trés tempos de inducdo para
expressao da enzima, utilizando 1 mM de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG). Ao
longo dos cultivos, foram realizadas coletas nas quais foi determinada a concentragédo
celular. Os precipitados foram ressuspendidos em 500uL de tampéo Tris HCI 50mM pH 8,0,
rompidos por sonicagdo e centrifugados a 4°C, 13.000rpm, 30min. Analisou-se a expresséo
da enzima recombinante nas fra¢des solUveis, por meio de SDS-PAGE (12%). A proteina
intracelular foi quantificada pelo método de Bradford. Determinou-se a atividade enzimatica
utilizando o-nitrofenol-B-D-galactopiranoside (ONPG) como substrato. A maior atividade,
produtividade e rendimento enzimaticos foram obtidos no cultivo com alimentagdo DO-stat e
com inducdo em 12h de cultivo. Na estratégia Linear, a maior atividade especifica e
produtividade enzimatica foram obtidos com 18h de inducgdo. Verificou-se a grande
influéncia das condi¢des de cultivo para a expressao e atividade da enzima B-galactosidase
de Kluyveromyces sp. em E. coli recombinante. A estratégia DO-stat foi a melhor condigéo
alcancada, mostrando a influéncia do tempo de inducdo. Os resultados demonstraram a
importancia dos estudos em batelada alimentada para aumento da producdo desta enzima.
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