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Vocé vé coisas que existem e pergunta: “Por qué?”
Mas eu sonho com coisas que nunca existiram e pergunto: “Por que nao?”

George Bernard Shaw
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Resumo

Este trabalho teve por objetivo estudar a produtividade do processo de produgdo de

B-galactosidase de leveduras em biorreator utilizando soro de queijo como meio de cultura.

Na primeira parte do estudo determinou-se a influéncia das velocidades de aeragdo e de
agitacdo do biorreator na producdo de B-galactosidase pela levedura Kluyveromyces marxianus. As
condi¢des de agitagdo e aeracdo testadas foram: 500rpm e 3L/min (condig¢do I); 600rpm e 6L/min
(condigdo II) e 700rpm e 9L/min (condigdo III). Os resultados mostraram que esta levedura,
considerada Crabtree negativa, produz etanol, cuja concentra¢do ¢ maior nas condi¢des de menor
aeracdo. A produgdo de B-galactosidase mostrou-se dependente das velocidades de aeragdo, sendo
menor na condi¢cdo de maior aeracdo, e sendo que a maior produtividade da enzima foi atingida na

condic¢do intermedidria de oxigenacao (condigdo II).

Apos, estudou-se diferentes estratégias de alimentacdo objetivando culturas de alta
concentragdo celular de K. marxianus em cultivos batelada alimentada. Foram testados dois perfis
de alimentag¢do (linear e exponencial), trés tempos de alimentacdo (20, 25 e 35 horas) e trés
diferentes concentra¢des do meio de alimentagdo (soro de queijo concentrado duas, trés ou quatro
vezes). Os resultados mostraram que os cultivos em regime de batelada alimentada ndo geraram
altas concentra¢des de biomassa. Contudo, a inser¢do continua de lactose no meio de cultura
induziu uma alta atividade especifica de [-galactosidase, aumentando, conseqiientemente, a
atividade volumétrica e a produtividade do processo. A melhor estratégia de alimentag@o, linear
crescente durante 25 horas com soro de queijo trés vezes concentrado, resultou em uma
produtividade [(-galactosidase de 291U/(L.h), 50% maior que a produtividade da cultura em
batelada.

Paralelamente a este estudo, construiu-se uma cepa recombinante de Saccharomyces
cerevisiae produtora de -galactosidase. A levedura S. cerevisiae W303 foi transformada com os
plasmideos integrativos LAC4 e LAC12, que codificam [-galactosidase e lactose-permease de
Kluyveromyces lactis. A cepa transformante BLR030 foi escolhida entre as outras devido ao seu
crescimento e producdo de P-galactosidase. Um meio de cultura composto por soro de queijo
desproteinizado suplementado por extrato de levedura (1%) e peptona (3%) foi escolhido, entre os
meios testados, para os experimentos em biorreator. Foram realizados cultivos em regime de
batelada e batelada alimentada com alimentagdo linear crescente durante 25 (FB25), 35 (FB35) e
50 (FB50) horas. Os cultivos FB35 e FB50 apresentaram as maiores atividades especificas da

enzima (em torno de 1.800U/g) e também a maior produtividade de $-galactosidase (180U/(L.h)).
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1 Introducéo

A medida que o século 21 foi se aproximando, a biotecnologia emergiu como uma area
inovadora, vigorosa € promissora, tanto no meio académico como no meio industrial. Os avangos
na biologia molecular, na instrumentacao e na computagdo desencadearam o desenvolvimento de

uma area inerentemente multidisciplinar: a engenharia de bioprocessos.

O desenvolvimento da engenharia de bioprocessos permitiu o aperfeicoamento dos
processos biotecnologicos tradicionais conhecidos ha séculos pela humanidade, mas, sobretudo
abriu novos horizontes para o estudo e industrializagdo de novos produtos, provenientes de
microrganismos geneticamente modificados ou ndo, como enzimas, bioplasticos, vacinas e

proteinas terapéuticas, entre outros.

Paralelamente, a proporcdo que a populagdo mundial tem aumentado, surgiu a
preocupacdo com a utilizagdo sem controle dos recursos naturais na Terra. Isto se traduziu em
legislagdes sobre o controle de emissdes (tanto aéreas como efluentes hidricos) das indistrias e nas

pesquisas sobre desenvolvimento sustentavel e utilizacdo de fontes de energia renovaveis.

Dentro deste contexto este trabalho propde a utilizacdo de um efluente da industria de
laticinios, o soro de queijo, como meio de cultura para a producdo da enzima [(-galactosidase, um
produto de valor agregado. Este estudo desenvolveu-se em duas frentes: a constru¢cdo de uma cepa
recombinante de levedura com alta produtividade especifica de P-galactosidase e o estudo e
otimizagdo, em biorreator, do processo de producdo da enzima, utilizando técnicas de cultivo em

batelada alimentada tanto para uma cepa selvagem quanto para a cepa recombinante.
Mais especificamente, os objetivos deste trabalho foram:

1. estudar a influéncia da aeragdo e da agitagdo do biorreator sobre a produgdo de B-galactosidase

por Kluyveromyces marxianus em cultivos batelada;

2. desenvolver um cultivo em regime batelada alimentada para maximizar a produgdo de

[-galactosidase por K. marxianus visando culturas com altas concentragdes celulares;

3. construir uma cepa recombinante de Saccharomyces cerevisiae com alta produtividade de

[B-galactosidase;

4. estudar a produgdo de P-galactosidase recombinante em biorreator através de cultivos em

batelada e batelada alimentada.

12



2 Revisao Bibliogréfica

2.1 Soro de queijo

O soro de queijo constitui-se no liquido remanescente apds a precipitacdo e remocao da
caseina do leite durante a fabricacdo de queijo. Este subproduto representa em torno de 85-95% do
volume de leite utilizado e retém 55% dos nutrientes do leite, sobretudo lactose (4,5-5%w/v),
proteinas soluveis (0,6-0,8%w/v), lipideos (0,4-0,5%w/v) e sais minerais (8-10% do extrato seco).
Contudo, devido a sua baixa concentragdo de matéria solida (6-7%w/v), o soro de queijo
normalmente ¢ considerado um efluente. Apesar de diversas tecnologias para a utilizacdo de soro
de queijo ja estarem desenvolvidas, e algumas ja sendo utilizadas, aproximadamente a metade da
producdo mundial de soro de queijo ndo ¢é tratada e é descartada diretamente como efluente
(Gonzalez-Siso, 1996). Segundo dados do US Departament of Agriculture, a produgao de queijo no
Brasil vem aumentando anualmente, atingindo 445 mil toneladas no ano de 2000 (USDA-NASS,

2002), o que gerou, aproximadamente, 4 milhdes de toneladas de soro de queijo.

A primeira tentativa de aproveitamento do soro de queijo foi sua utilizagdo in natura na
alimentacdo de animais em fazendas, sobretudo porcos, pois, em adigdo as proteinas de alta
qualidade e a lactose, o soro ainda contém calcio, fosforo, enxofre e vitaminas hidrossoluveis.
Contudo, a grande quantidade de lactose e minerais e a distancia entre as industrias de queijo e as
fazendas onde este pode ser consumido sdo fatores limitantes para a utilizagdo do soro na

alimentagdo animal (Gonzalez-Siso, 1996; Barba et al., 2001).

Hoje, parte do soro de queijo gerado ¢ desidratado e comercializado em p6 como aditivo
para a industria de produtos lacteos, panificacdo, salgadinhos, biscoitos ¢ confeitos (Manual de
Referéncia para Produtos de Soro dos EUA, 1997). S6 os Estados Unidos produziram 538,8 mil
toneladas de soro desidratado no ano de 2000 (USDA-NASS, 2002). Além do soro de queijo em
p6, produtos derivados deste como soro com teor de lactose reduzido, soro desmineralizado,
concentrados de proteina de soro (WPC-34, WPC-50, WPC-60, WPC-75 e WPC-80), isolado de
proteina de soro (WPI) e lactose tém encontrado ampla aplicac¢@o nas industrias acima referidas. Os
concentrados e isolados de proteina de soro ainda tém larga aplicagdo na industria de embutidos
devido as suas propriedades funcionais, ¢ na industria de alimentos especiais e de bebidas
fortificadas com proteinas devido ao seu alto valor nutricional (Manual de Referéncia para

Produtos de Soro dos EUA, 1997).
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Contudo, as aplicagdoes acima nio sdo suficientes para utilizar todo o soro de queijo.
Desta forma, diversos trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de desenvolver processos
para a transformacgao do soro em produtos de maior valor agregado. Entre estes, destacam-se os que
transformam o soro de queijo ou o permeado de soro em meio de cultura para a formagdo de
biomassa e produgdo de etanol (Marwaha ¢ Kennedy, 1984; Chen e Zall, 1982; Tin ¢ Mawson,
1993), acido latico (Mehaia e Cheryan, 1987; Tejayadi e Cheryan, 1995), acido propionico (Jain et
al., 1991; Colomban et al., 1993), 6leo microbiano (Floetenmeyer et al., 1985), extrato de levedura
e ribonucleotideos (Moresi et al., 1995; Belem et al., 1997), e enzimas como [-galactosidase
(Bales e Castillo, 1979; Greenberg e Mahoney, 1982; Gomez ¢ Castillo, 1983) e inulinase (Hewitt e
GrootWassink, 1984).

2.2 Aenzima B-galactosidase

A enzima B-galactosidase (-D-galactoside galactohidrolase, EC 3.2.1.23), popularmente
conhecida como lactase, hidrolisa os residuos [-galactopiranosil de glicosideos de fenol,
4-nitrofenol e outras pequenas moléculas, de dissacarideos como a lactose (Galf1—4Glc) e
lactulose (Galfl—4Fru) e de oligossacarideos livres. A [-galactosidase também hidrolisa
o-L-arabinoses, mas nao hidrolisa a-D-galactosideos (rafinose, estaquiose, galactinol e melobiose),

metil-D-galactosideos ou -D-galactofuranosideos (anéis com cinco atomos) (Keesey, 1987).

2.2.1 Aplicacdes da B-galactosidase na industria de alimentos

A utilizagdo da P-galactosidase na industria de laticinios se da principalmente com o
objetivo de produzir leite livre de lactose para pessoas com intolerancia a este dissacarideo

(Garcia-Caribay e Goémez-Ruiz, 1996).

A lactose, um dissacarideo formado por glicose e galactose, ¢ praticamente o Unico
carboidrato presente no leite, onde sua concentragdo ¢ de 4,7 a 5,2% no leite de vaca, 6,5% no leite
humano e em torno de 4,5% em leites de cabra e ovelha (Garcia-Caribay e Gomez-Ruiz, 1996). No
homem, como na maioria dos mamiferos, a atividade de [B-galactosidase intestinal cai apds o
periodo normal de amamentagao. Em populagdes das regides norte e central da Europa a atividade
de [(-galactosidase permanece relativamente alta até a idade adulta, entretanto em certos grupos
étnicos de negros e asiaticos ocorre a deficiéncia de B-galactosidase intestinal na idade adulta
(Duran e Angelis, 1985). Quando nao ha hidrélise da lactose no intestino, a mesma ndo ¢

absorvida, chegando a tultima por¢ao do intestino delgado e do cdlon intacta. O resultado ¢ uma
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modificagdo na flora intestinal que leva uma produgdo excessiva de gas e de acido, gerando
desordens intestinais como colica, flatuléncia e diarréia (Kardel et al., 1995). Apesar de sua baixa
digestibilidade por algumas populagdes, a lactose esta envolvida na absor¢ao de calcio e fosforo e
sua ndo absor¢do implica na perda destes e outros sais minerais (Garcia-Caribay e Gomez-Ruiz,
1996; Kardel et al., 1995). Para este publico, além de produtos lacteos com baixo teor de lactose,
como leites e iogurtes, também esta disponivel [-galactosidase em capsulas ou gotas, como
complemento alimentar. A Figura 2.2.1 mostra a hidrdlise da lactose em seus monossacarideos

glicose e galactose.
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Figura 2.2.1: Hidro6lise da lactose.
Fonte: http://www.science-projects.com/Lactase.htm

Outras aplicagdes da B-galactosidase na industria de laticinios devem-se a modificagdes
nas propriedades fisicas e quimicas dos produtos resultantes da hidrolise da lactose no leite € no
soro de queijo (Holsinger, 1978). O poder adogante ¢ a solubilidade de uma mistura de glicose e
galactose sdo consideravelmente maiores que a lactose, conforme mostrado na Tabela 2.2.1. A
glicose e a galactose apresentam baixa viscosidade, o que permite alta concentragdo de s6lidos sem
que haja cristalizacdo. A glicose e a galactose sdo, ainda, de 2,5 a 5 vezes mais reativas a reacao de

Maillard que a lactose (Kardel et al., 1995).

Diante do exposto, a B-galactosidase aplica-se na industria de laticinios na fabricagdo de
leite com baixo teor de lactose, na fabricagdo de doces de leites, leites aromatizados e
concentrados, em leites fermentados, queijo e na fabricacdo de sorvetes. A -galactosidase também
pode ser utilizada para transformagdo do soro de queijo em um xarope concentrado de glicose e
galactose para sua utilizagdo como substituto da sacarose em produtos como sorvetes, chocolates,

produtos de confeitaria, iogurtes e refrigerantes de frutas (Kardel et al., 1995; Zadow, 1983).
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Tabela 2.2.1: Solubilidade e poder edulcorante relativo da
sacarose, lactose e de alguns monossacarideos.

Solubilidade
(g/100g solugao)
Doura - joc 20 30°C
Sacarose 100 66 69 73
Lactose 16 13 20 30
D-galactose 32 28 36 47
D-glicose 74 40 54 70
D-frutose 173 --- 82 87

Fonte: Zadow, 1983.

2.2.2 Microrganismos que produzem B-galactosidase

Possiveis fontes de P-galactosidase incluem plantas (améndoas, péssegos, damascos,
magas, sementes de alfafa, graos de café e extremidades de rosas selvagens), 6rgdos de animais
(intestino), bactérias, leveduras (enzimas intracelulares) e fungos filamentosos (enzimas

extracelulares) (Gekas e Lopez-Leiva, 1985; Wierzibicki e Kosikowski, 1973).

Entre as bactérias produtoras de -galactosidase encontram-se cepas de Escherichia coli,
Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris, Leuconostoc citrovoroum, e bactérias termofilicas
como Streptococcus thermophilus, Lactobacillus bulgaricus e Lactobacillus helveticus (Gekas e
Lépez-Leiva, 1985; Wierzibicki e Kosikowski, 1973). Destes organismos, foi o S. thermophilus
que recebeu maior atengdo dos pesquisadores (Greenberg e Mahoney, 1982). As [-galactosidases
de bactérias possuem pH 6timo em torno da neutralidade e temperatura 6tima variando entre 30°C e

50°C, conforme o microrganismo produtor (Wierzibicki e Kosikowski, 1973).

Diversas leveduras tém sido estudadas como potenciais produtoras de [-galactosidase.
Entre elas encontram-se cepas de Candida pseudotropicalis, Tolulopsis versatilis, Tolulopsis
sphaerica, Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus (Wierzibicki e Kosikowski, 1973;
Bales e Castillo, 1979; Itoh et al., 1982; Gomez e Castillo, 1983; Furlan et al., 1995; Rech et al.,
1999). As leveduras Kluyveromyces lactis e Kluyveromyces marxianus aparecem em alguns
trabalhos com sua denominag@o antiga de Saccharomyces lactis e Saccharomyces fragilis
respectivamente. As [-galactosidases de leveduras possuem atividade 6tima em pH neutro (entre
6,0 e 7,5) e temperatura 6tima variando de 30°C a 40°C, contudo todas elas mantém uma atividade

residual em torno de 40% a 15°C (Itoh et al., 1982; Rech et al., 1999) o que permite que a hidrdlise
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da lactose do leite seja realizada a menores temperaturas, evitando o crescimento de

microrganismos.

A atividade de [-galactosidase foi descrita em diversos fungos filamentosos como
Aspergillus niger, Aspergillus oryzae, Aspergillus phoenicis, Aspergillus flavus, Neuspora crassa,
Mucor pucillus, Mucor meihei, Scopuloriopsis, Alternaria palmi, Curvularia inaegualis, Fusarium
monliforme e Alternaria alternara. Os fungos do tipo Neuspora apresentam atividade 6tima de
B-galactosidase nos pHs 4,5 e 7,0, sugerindo um sistema de duas enzimas agindo sobre o mesmo
substrato. Ja a (-galactosidase proveniente de Aspergillus atinge atividade maxima em pH 3,5 a
5,5. As temperaturas de atividade maxima de -galactosidase de fungos filamentosos variam entre

40°C ¢ 50°C (Gekas e Lopez-Leiva, 1985; Wierzibicki e Kosikowski, 1973).

2.2.3 Producéo de B-galactosidase recombinante por Saccharomyces cerevisiae

Desde o surgimento das metodologias bioquimicas basicas necessarias para a biologia
molecular nos anos setenta, os trabalhos desenvolvidos levaram a produgdo de diversos compostos
uteis como insulina, interferon e horménio de crescimento em microrganismos como Escherichia
coli, Bacillus subtilis e Saccharomyces cerevisiae. Apesar das primeiras pesquisas em DNA
recombinante estarem focadas, sobretudo em procariotos como E. coli, a levedura S. cerevisiae é
um microrganismo atrativo para o estudo de proteinas eucaridticas heterdlogas (Patkar e Seo,
1992). A levedura S. cerevisiae é reconhecida como um organismo seguro (GRAS — Generally
Recognized as Safe), ndo possui endotoxinas nem virus liticos e é capaz de realizar modificagdes

pos-traducionais (Alberghina et al., 1991).

A levedura S. cerevisiae ¢ largamente utilizada na industria de panifica¢do, na producgio
de bebidas alcoolicas fermentadas e destiladas e na produgdo de alcool etilico. Como ndo possui
atividade de p-galactosidase, é incapaz de crescer em lactose como tinica fonte de carbono. A partir
do conhecimento dos genes que codificam as proteinas que permitem o metabolismo da lactose em
Kluyveromyces lactis, iniciaram-se pesquisas que visavam construir uma S. cerevisiae capaz de
crescer em lactose. Dickson (1980) expressou o gene LAC4 (B-galactosidase) de K. lactis em uma
cepa de S. cerevisiae, contudo esta cepa revelou-se incapaz de crescer em lactose devido a auséncia
da lactose-permease. A primeira cepa de S. cerevisiae capaz de metabolizar lactose foi construida
por Sreekrishna e Dickson (1985), que clonaram uma regido de 13kb do DNA de K. lactis que
continha o gene LACA4. Este trabalho possibilitou a localizacdo do gene LAC12 (lactose-permease)

de K. lactis.
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A partir do final da década de 90, surgiram novos trabalhos de construcdo de cepas de S.
cerevisiae capazes de metabolizar lactose. Rubio-Teixeira et al. (1998) e Adam et al. (1999)
construiram cepas S. cerevisiae capazes de metabolizar lactose através da integracdo no genoma
dos genes LAC4 ¢ LAC12 de K. lactis nos sitios de rDNA (DNA ribossomal). Estas cepas
mostraram-se altamente eficientes na assimilacdo de lactose, inclusive soro de queijo

(Rubio-Teixeira et al., 2000) e como levedura de panificagdo (Adam et al., 1999) respectivamente.

Domingues et al. (1999a) construiram uma cepa floculante S. cerevisiae capaz de
metabolizar lactose através da expressdo dos genes LAC4 e LAC12 de Kluyveromyces marxianus.
Esta cepa foi testada em fermentagGes continuas para a producdo de etanol utilizando lactose como
unica fonte de carbono (Domingues et al., 1999b) ou utilizando permeado de soro de queijo

(Domingues et al., 2001).

Outros estudos de produgdo de P-galactosidase recombinante por S. cerevisiae foram
feitos em termos de clonagem e expressdo do gene LACA, [-galactosidase extracelular de
Aspergillus niger (Kumar et al., 1992; Ramakrishnan e Hartley, 1993; Domingues et al., 2000;
Domingues et al., 2002), expressdo de B-galactosidase de Escherichia coli (Compagno et al., 1995)

e de Candida pseudotropicalis (Tretiak et al., 1998).

2.24 Producéo industrial de B-galactosidase

A B-galactosidase de E. coli, apesar de bastante estudada, ndo ¢ utilizada no
processamento de alimentos devido ao seu custo e ao fato de problemas de toxicidade devido a

presenca de coliformes no extrato enzimatico (Gekas e Lopez-Leiva, 1985).

Em virtude do seu pH 6timo em torno de (3,0-5,0), as P-galactosidases de fungos
filamentosos tém sua utilizacdo limitada ao soro de queijo 4cido e ao soro de queijo doce
previamente acidificado, ao passo que a -galactosidases de leveduras, que possuem seu pH 6timo
entre 6,5 ¢ 7,3 sdo as enzimas destinadas a hidrolise da lactose no leite (Garcia-Caribay e
Gomez-Ruiz, 1996). A Tabela 2.2.2 mostra as caracteristicas das principais enzimas comerciais

disponiveis no mercado em 1996.

Contudo, hoje parece que o mercado de producao de [(-galactosidase ¢ dominado por
duas grandes empresas: a Novo Nordisk A/S, dinamarquesa, que comercializa a [-galactosidase
sob o nome de Lactozym® e a Royal Gist-Brocades NV, holandesa, que comercializa a enzima sob

o nome Maxilact®. Ambas lactases sdo provenientes de leveduras do género Kluyveromyces.

18



Tabela 2.2.2: Caracteristicas da B-galactosidases disponiveis comercialmente.

Origem PH 6timo  Temperatura 6tima
Aspergillus niger 3,0-4,0 55-60°C
Aspergillus oryzae 5,0 50 - 55°C
Kluyveromyces lactis 6,5-73 35°C
Kluyveromyces marxianus 6,6 37°C
Candida kefyr 6,2 45 —47°C
Escherichia coli 7,0 37°C
Streptococcus thermophilus 7,1 55°C

Fonte: Garcia-Caribay e Gomez-Ruiz, 1996

2.3 Metabolismo da lactose em Kluyveromyces lactis

O metabolismo da lactose em E. coli foi longamente estudado e o operon lac ¢
largamente utilizado como exemplo de regulacdo génica em bactérias. Contudo, os primeiros
estudos do metabolismo da lactose em eucariotos, utilizando a levedura Kluyveromyces lactis como
exemplo, datam de 1980 ¢ o mecanismo completo de regulagdo destes genes ainda ndo esta

totalmente elucidado nos dias de hoje.

2.3.1 Genes responsaveis pelo metabolismo da lactose em Kluyveromyces lactis

A partir de 51 cepas mutantes de K. lactis incapazes de crescer em lactose (Lac’), foram
determinados, através de testes de complementagio, sete genes responsaveis pelo fendtipo Lac':
LAC3, LAC4, LACS5, LACS6, LAC7, LACS8 e LAC9. Os estudos também mostraram que cepas com as
mutagdes lac3, lach, lac7, lac8 e lac9 também sdo incapazes de crescer em galactose (Gal’). Cepas
com as mutagdes lac3, lacs e lac6 ndo crescem em glicose em presenga de lactose e cepas com
mutacdes lac3 e lach ndo crescem em glicose em presenga de galactose. As cepas com mutagdes
lac4 possuem niveis de B-galactosidase quase ndo detectaveis (Sheetz e Dickson, 1980). Analises
destas cepas mutantes realizadas pelos mesmos autores mostraram que o gene LAC4 ¢ o inico gene

que codifica a enzima B-galactosidase em K. lactis (Sheetz e Dickson, 1981).

Trabalhos posteriores com cepas com niveis elevados de -galactosidase na auséncia de
indutores (lactose ou galactose) caracterizaram o gene LAC10, cujo produto, a proteina LACI10,
parece funcionar como uma proteina regulatoria negativa, que evita a transcricdo dos genes

regulados pela lactose/galactose na auséncia de indutor (Dickson et al., 1981).
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Shreekrishna e Dickson (1985) construiram cepas de Saccharomyces cerevisiae capazes
de metabolizar lactose através da subclonagem de um fragmento de 13kb do genoma de K. lactis
que continha o gene LAC4. Analises das cepas transformantes mostraram que, além da expressdo
do gene LAC4, o fenotipo Lac” em S. cerevisiae era determinado também pela expressio do gene
da lactose-permease de K. lactis, designado LAC12 e localizado entre 2 e 8,6kb acima do gene
LAC4. Riley et al. (1987) determinaram que o gene LAC12 é o tnico gene responsavel pela
lactose-permease em K. lactis, que é induzido pela presenga de lactose ou galactose, ¢é transcrito na
direcdo oposta do LAC4 e que existem em torno de 2,5kb entre os sitios de inicio de transcrigdo dos
dois genes. O gene LAC12 foi entdo seqiienciado por Chang e Dickson (1988) que descobriram que
seu RNA mensageiro possui 4,7kb e duas open reading frames, denominadas ORFI, com 1761
bases ¢ ORFII, com 1266 bases, separadas por uma zona ndo codificante de 573 bases. Estes
autores ainda determinaram que ndo existia splicing do mRNA e que somente a ORFI codificava
para a lactose-permease. O peptideo predito pela ORFI ¢é hidrofobico, como seria de se esperar de

uma proteina de membrana.

Estudos realizados por Lacy e Dickson (1981) e por Das et al. (1985) mostraram que a
expressdo da B-galactosidase em K. lactis ¢ sujeita a regulagdo transcricional e que um elemento
regulatorio positivo estd envolvido na inducdo do gene LAC4. O produto do gene LACY foi
identificado como a proteina regulatdria positiva que ativa a expressdo da 3-galactosidase e permite

que a levedura K. lactis metabolize lactose.

2.3.2 Regulacdo do metabolismo da lactose em Kluyveromyces lactis

O primeiro trabalho publicado em termos de regulacdo da enzima [3-galactosidase em K.
lactis data de 1981. Lacy e Dickson (1981) determinaram que existe um aumento coordenado entre
a concentragdo do RNA mensageiro de [-galactosidase e a atividade enzimatica. Também
determinaram que a meia-vida do RNA mensageiro da [3-galactosidase era o mesmo
(4,8 £ 0,4 min) quando medido antes e apds a inducdo da enzima. Deste modo concluiram que a

expressao do gene de B-galactosidase em leveduras ¢ sujeita a regulagao transcricional.

Experimentos de dele¢ao de nucleotideos acima do sitio de inicio de transcricdo do LAC4
realizados por Das et al. (1985) mostraram que seqiiéncias de DNA que iniciam entre as posi¢des
-435 e -391 sdo essenciais para a indug¢ao do gene LAC4 pela lactose ou galactose e que seqiiéncias

acima da posi¢ao -139 sdo necessarias para manter niveis basais de transcricao.

Em 1986, Salmeron e Johnston (1986) mostraram que a proteina regulatoria positiva

LAC9 de K. lactis ¢ capaz de ativar a expressdo da B-galactosidase (LAC4) em K. lactis e dos
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genes da galactose (GAL) em cepas de S. cerevisiae com mutagdes gal4, o gene que codifica para a

proteina GAL4, a proteina regulatoria positiva que ativa os genes GAL em S. cerevisiae.

A capacidade do gene LAC9 complementar mutagdes gal4 fez com que Leonardo et al.
(1987) e Ruzzi et al. (1987) pesquisassem UASs (upstream activation sites) na regido promotora
do gene LAC9 semelhantes aos UASs dos genes GAL1, GAL7 e GAL10 de S. cerevisiae, onde se
liga a proteina GAL4 (UASg). Ruzzi et al. (1987) encontram uma regido entre as posi¢des -434 ¢
-418 acima do inicio da transcrigdo do LAC4 em que 11 dos 17 pares de bases sdo iguais a
seqiiéncia de ligacdo UASg nos genes GAL e determinaram um segundo elemento essencial para
ativagdo do LAC4 na regido entre -391 e -326 que ndo possuia homologia com a seqiiéncia UASg.
Breunig e Kuger (1987) mostraram que a proteina regulatoria LACY se liga na regido homologa a
UASg em K. lactis. Leonardo et al (1987), mediante experimentos com PCR e delegdes,
determinaram a existéncia de dois UASs, denominados UASI (nucleotideos -420 a -436) e UASII
(nucleotideos -657 a -673). Também encontraram um terceiro potencial UAS, localizado entre os
nucleotideos -1088 a -1072, com 41 e 47% de homologia com UASI e UASII respectivamente. A
Figura 2.3.1 mostra as seqiiéncias dos sitios UASg, UASI, UASII e UASIIIL. Contudo, uma cepa
com os nucleotideos -1065 a -377 deletados ainda possui indugdo de -galactosidase em presenga
de lactose ou galactose, sugerindo que existem um ou mais elementos com resposta a indugdo além
de UASI e UASII. Estes mesmos autores determinaram a existéncia de uma seqiiéncia
5'-TATTTAATA, centrada em torno do nucleotideo -230, similar a seqiiéncias denominadas
TATAboxes necessarias para a iniciacao da transcrigdo. Este resultado explica porque cepas com
os nucleotideos -196 a -376 deletados possuem baixos niveis de [(-galactosidase tanto em
condi¢gdes de indu¢do como de ndo inducdo. Experimentos posteriores realizados por Ficca e
Hollenberg (1989) mostraram que a -230 TATAbox ¢ suficiente para a indugdo maxima de
B-galactosidase, contudo uma -142 TATAbox (5-AATTATTATT) restaura parte da atividade de
B-galactosidase em cepas que a -230 TATAbox ¢ deletada. Os autores concluiram que a
distribuicdo espacial das TATAboxes no promotor do gene LAC4 de K. lactis controla a eficiéncia

pela qual a RNA polimerase II ¢ direcionada aos sitios de iniciagdo da transcricéo.

Cinco sitios potenciais de ligacdo da LAC9 na regido intergénica de 2,6kb entre os sitios
de inicia¢do da transcri¢ao dos genes LAC4 e LAC12 sao conhecidos: UASI, UASII ¢ UASIII
localizados nas posi¢les -428, -665 ¢ -1081 do ATG LAC4 (Ruzzi et al., 1987; Leonardo et al.,
1987) e UASIV e UASV localizados nas posi¢des -337 e -617 do ATG LAC12 (Chang e Dickson,
1988). Estudos realizados por Gédecke et al. (1991) mostraram que a dele¢do do UASIT diminui em
70% a atividade de P-galactosidase, a delecdo do UASII diminui em 25-30% a atividade de
B-galactosidase e mutagcdes em UASIV e UASV levam a apenas 20% e 50% de atividade de
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B-galactosidase quando comparadas com a cepa selvagem. Determinaram, também que as dele¢Ges
em UASI e UASII reduzem a expressdo do gene LAC12 em 40% e 60-70%, respectivamente,
mostrando que UASI, UASII, UASIV e UASV atuam juntamente para ativar ambos os genes. Estes
autores também mostraram que delegdes em UASIII ndo levam a uma diminui¢do de atividade de
[B-galactosidase e que a proteina LAC9 ndo se liga em UASIII in vitro. Uma ilustra¢do da

constru¢do dos genes LAC4 e LAC12 com sua regido intergénica ¢ mostrada na Figura 2.3.2.

UAS, CGGASGACAGTCGTCCG

UAST GCGGAAATTTGTGGTCCG
UASTI GCGGAATTCTGTTCACCG
UASTIT GCGGAAGAGGTAACGCCT

Figura 2.3.1: Seqiiéncias dos upstream activation sites UASg dos genes GAL de Saccharomyces
cerevisiae e UASI, UASII e UASIII do gene LAC4 de Kluyveromyces lactis. As letras em negrito
em UASg, UASII e UASIII representam os nucleotideos homologos a UASI.

Fonte: Ruzzi et al., 1987; Leonardo et al., 1987.
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Figura 2.3.2: Regulon da p-galactosidase (LAC4) e da lactose-permease (LAC12) de K. lactis.
LAC4: gene que codifica a B-galactosidase; LAC12(ORFI): gene que codifica a lactose-permease;
ORFII: parte do gene da lactose-permease que € transcrito mas nao ¢ traduzido; UASI, UASII,
UASIV e UASV: upstream activation sites que regulam a transcri¢do dos genes LAC4 e LAC12;
UASIII: upstream activation site ndo operacional, TATAbox: TATAbox do gene LAC4 centrada na
posicao -230.

Fonte: Chang e Dickson (1988); Godecke et al. (1991); Ficca e Hollenberg (1989); Leonardo et al.
(1987)
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O fenomeno de repressdo catabolica por glicose, que ¢ um fendomeno essencial na
regulagdo da lactose em E. coli, ndo é encontrado em K. lactis (Das et al., 1985). Contudo, segundo
Riley et al. (1987), a expressido do gene GAL4 em uma cepa mutante lac9 de K. lactis, além de
restaurar a expressdo dos genes do metabolismo da lactose e da galactose, confere um novo
fenotipo: uma severa repressdo por glicose das enzimas induzidas por lactose ou galactose. Este
resultado indica que as proteinas GAL4 e LAC9 ativam a transcricdo de maneira similar, contudo
os genes GAL4 e LACY, ou seus produtos, respondem diferentemente a glicose em K. lactis.

Analises da seqiiéncia de DNA do gene LAC9 indicaram uma proteina de 865 aminoacidos. A

22



comparagdo desta seqiiéncia com a da proteina GAL4 de S. cerevisiae revelou trés regides de
homologia. Uma destas homologias ocorre na regido amino-terminal da proteina e possui em torno
de 90 aminoacidos. Esta regido ¢ conhecida como mediadora da ligagdo da proteina GAL4 em

sitios de DNA (Wray et al., 1987).

Somente em algumas cepas de K. lactis os genes induziveis pela lactose e pela galactose
sdo reprimidos pela glicose. Nestas cepas, quando o gene LAC9 de uma cepa sensivel a glicose
(LAC9-2) ¢ substituido por um alelo de uma cepa nao sensivel (LAC9-1), o gene da [-galactosidase
ndo ¢ mais reprimivel pela glicose. A repressdao pela glicose ¢ mediada pela LAC9, mas esta
habilidade ¢ separada da funcdo da LAC9 de ativar a transcrigdo da [-galactosidase (Breunig,
1989). A comparagdo entre os dois alelos LAC9 detectou duas alteragdes na regido codificante do
gene: uma inser¢do de trés pares de bases que aumentam de oito para nove um grupo de cddons de
asparagina na LAC9-2, e uma mudanca G—T que resulta numa substitui¢do de uma triptofano por
uma leucina no cluster da ligagio Zn*" do dominio de ligagio no DNA da proteina LACY.
Contudo, uma alteracdo de dois pares de bases nas posi¢des -178 e -192 do ATG do gene LAC9 ¢
suficiente para converter uma cepa sensivel em uma nao sensivel a glicose (Zachariae et al., 1993).
Segundo estes autores, o promotor do gene LAC9-2 gera repressibilidase por glicose no gene LAC4
reduzindo a expressdo do gene LAC9. Um pequeno aumento na concentracdo da proteina LAC9 ¢
suficiente para induzir o gene LAC4 em presenca de glicose. A repressdo por glicose dos genes
controlados pela proteina LAC9 ¢ uma conseqiiéncia da incapacidade da LAC9 de induzir a
transcri¢do quando sua concentra¢do € muito baixa (Zachariae et al., 1993). Estudos realizados por
Breunig (1989) para aumentar a concentragao da proteina LAC9 mediante o aumento do nimero de
copias do gene LAC9 mostraram que a superexpressao do gene LAC9 afeta a viabilidade celular.
Czyz et al. (1993) mostraram que a proteina LAC9 autoregula sua propria transcrigdo € que este
mecanismo autoregulatério € essencial para a indugdo do regulon lactose-galactose e,

conseqiientemente, para o rapido crescimento da K. lactis nestes agucares.

Em Saccharomyces cerevisiae, a ativagdo da transcricdo mediada pela proteina
regulatoria GAL4 ¢ reprimida, na auséncia de galactose, pela ligagdo da proteina GAL80 na regido
carboxi-terminal de 28 aminoacidos da GAL4 (Salmeron et al., 1989). Dickson et al. (1990)
mostraram que a homologia estrutural entre as regides carboxi-terminal das proteinas LAC9 de K.
lactis a GAL4 de S. cerevisiae corresponde a uma homologia funcional, isto é, a 3-galactosidase de
K. lactis é regulada por uma proteina regulatoria negativa analoga a GAL80, que se liga na regido
carboxi-terminal da proteina LAC9 impedindo a inducdo na auséncia de um indutor. Dickson et al
(1981) levantou a hipétese que a proteina codificada pelo gene LAC10 de K. lactis funciona de

maneira analoga a GALSO0 de S. cerevisiae.
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Zenke et al. (1993) clonaram o gene GAL80 de K. lactis e mostraram que ha uma forte
conservagao estrutural entre a GAL80 de K. lactis e sua homologa em S. cerevisiae. A leveduras K.
lactis mutantes Qal80 mostraram expressdo constitutiva dos genes do metabolismo
lactose/galactose, confirmando que a GAL8O de K. lactis funciona essencialmente da mesma
maneira que a GAL80 de S. cerevisiae, bloqueando a ativagdo dos genes regulados pela proteina

regulatoria positiva LAC9 na auséncia de um agtcar indutor.

2.4 Producéo de B-galactosidase em biorreator.

Diversos fatores podem influenciar no crescimento do microrganismo ¢ na producgdo de
B-galactosidase. Fatores como o enriquecimento do soro de queijo, o pH e a temperatura ja foram
estudados anteriormente, inclusive para a levedura K. marxianus (Rech et al., 1999). Contudo,
fatores como a oxigena¢do do meio de cultura também parecem influenciar a producao de

[-galactosidase (Garcia-Garibay et al., 1987; Acevedo et al., 1996).

Além da oxigenagdo, diferentes estratégias de cultivos em regime de batelada alimentada
tém sido desenvolvidas com o objetivo de contornar problemas relativos a repressdo catabolica,
transferéncia de oxigénio e transferéncia de calor em biorreatores. Estes estudos estdo aumentando
a produtividade dos processos através da separacdo da fase de crescimento da fase de indugdo da

proteina de interesse ¢ da obtencdo de culturas com alta concentracdo celular.

2.4.1 Transferéncia de oxigénio em culturas microbianas

As turbinas de agitacdo em um biorreator de tanque agitado sdo responsaveis por uma
série de diferentes fungdes. Além de realizar a quebra das bolhas de ar provenientes do difusor de
ar, a eliminacdo de zonas mortas (as quais podem tornar-se zonas de anaerobiose) € proporcionar
uma boa mistura, as turbinas influenciam a transferéncia de massa das bolhas de ar para ao meio de
cultura e deste para os microrganismos, assim como a transferéncia de calor entre o meio de cultura
e a camisa ou a serpentina de aquecimento. O nivel de agitacdo deve ser suficiente para atingir

niveis satisfatorios para todos estes processos (Nienow, 1990).

O oxigénio € necessario para todas as culturas aerobias, e manter uma concentragdo
apropriada de oxigénio dissolvido no meio de cultura ¢ importante para a operacao eficiente do
reator (Fogler, 1992). Contudo, velocidade excessiva de agitagdo pode ser deletéria ao processo,
pois pode danificar os microrganismos ou porque altas concentragdes de oxigé€nio sdo toxicas

(Nienow, 1990).
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Uma expressao para a velocidade de transferéncia de oxigénio do gas para o liquido é

dada pela equagdo (1):
N = kLa(C* -C ) (1)

onde N ¢ a velocidade de transferéncia de oxigénio por unidade de volume de fluido (mol.m™.s™),
k. é o coeficiente de transferéncia de massa da fase liquida (m.s™), a é a 4rea da interface
liquido-gés por unidade de volume do fluido (m*.m™), C é a concentragio de oxigénio no meio de
cultura (mol.m™), e C” ¢ a concentragdo de oxigénio no meio de cultura em equilibrio com a fase

gasosa (mol.m™), também denominada solubilidade do oxigénio no meio de cultura.

Nas culturas aerobias, as moléculas de oxigénio devem transpor uma série de resisténcias
a transferéncia antes de serem utilizadas pela célula. O diagrama da Figura 2.4.1 apresenta oito

etapas envolvidas no transporte de oxigénio do interior da bolha de gas até o interior da célula:

i)  transferéncia do interior da bolha para a interface gas-liquido;
i) movimento através da interface gas-liquido;
iii) difusdo através do filme de liquido estagnado em torno da bolha;
iv) transporte através da massa de liquido;
v) difusdo através do filme de liquido estagnado em torno da célula;
vi) movimento através da interface liquido-célula;
vii) se as células estiverem em flocos ou em particulas so6lidas, difusdo através do
solido até a célula individual,
viii) transporte através do citoplasma ao sitio de reacao.
Se as células estdo suspensas individualmente no meio de cultura, o passo (Vvii)

desaparece.

Quando as células estdo dispersas no meio de cultura e este possui mistura perfeita, a
maior resisténcia a transferéncia de oxigénio é o filme liquido em torno da bolha.
Conseqiientemente, o transporte de oxigénio da bolha até a célula é controlado pelo passo (iii) e a

velocidade de transferéncia de massa pode ser calculada a partir da Equacao (1) (Doran, 1995).

O meio tradicional de aumentar a velocidade de transferéncia oxigénio durante os
cultivos é aumentar a velocidade de agitacdo, o que possui algumas limitagdes como o consumo de
energia e danos as células devido a efeitos mecénicos (Pinheiro et al., 2000). Alguns trabalhos tém
sido realizados em termos de aumentar a transferéncia de oxigénio em cultivos de leveduras como
o uso de perfluorcarbono, onde o oxigénio ¢ de 10 a 20 vezes mais soluvel que em agua (Elibol,

1999) e uso de reatores pressurizados (Pinheiro et al., 2000).
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Trabalhos realizados por Garcia-Garibay et al. (1987) e Acevedo et al. (1996) mostraram
que existe uma relacdo entre a atividade especifica de [-galactosidase em Kluyveromyces

marxianus e a oxigenagdo no meio de cultura.

filrme liquidao interface liguido-=dlido

\""'H/ sitio de reagdo
1 .

. massa de liguido do oxigenio

balha de gas celula individual
(i
s N

(i

FLOCO DE CELULAS

. sitio de reagdo
(i) do oxigénio

-h.

,\ CELULA INDIMIDUAL

filrme liguido M
(), (i), (i) =

interface gas-liguido filrme liguido

Figura 2.4.1: Etapas da transferéncia de oxigénio da bolha de ar para a célula
Fonte: Doran, 1995. p. 200.

2.4.2 Cultivo em batelada alimentada para otimizacdo da produtividade de biorreatores

O principal objetivo da pesquisa em fermentagdes ¢ o desenvolvimento de métodos
melhores para expressar de proteinas de interesse e baratear seu custo de produgdo (isto é, aumentar
a produtividade). Produtividade volumétrica ¢ definida como a quantidade de produto formado por
volume e por unidade de tempo. Produtividade especifica, a qual ¢ definida como quantidade de
produto formado por unidade de massa celular e unidade de tempo, relaciona a formagdo de
produto com a biomassa. O objetivo Ultimo da pesquisa em fermentagdes é maximizar a
produtividade volumétrica, ou seja, obter a maior quantidade de produto em um dado volume no

menor tempo possivel (Kleman e Strohl, 1994).

Os biorreatores podem ser de trés tipos: continuos, batelada alimentada (fed-batch) e
batelada. Os continuos ainda podem ser do tipo CSTR (Continuos Stirred Tank Reactor) ou PFR
(Plug-Flow Reactor) (Cooney, 1983).

Os métodos convencionais de fermentagdo que utilizam células livres em processos

batelada possuem muitas limitagdes, como baixa produtividade, inibi¢ao pelo produto e variagdo do
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produto proveniente de diferentes bateladas. Por outro lado, as fermenta¢des continuas, apesar de
contornar alguns problemas relativos as bateladas, sdo limitadas pelo arrastamento continuo das
células na corrente da saida do biorreator (Tejayadi & Cheryan, 1995) e pela baixa concentragdo no

produto final (Cooney, 1983).

Para contornar as limitacdes relacionadas aos cultivos em regime de batelada e
continuos, diferentes tecnologias de cultivos em batelada alimentada foram desenvolvidas a partir
da ultima década. O modo de operacdo batelada alimentada oferece diversas vantagens, pois
proporciona maior controle sobre variagdes na concentragdo de substrato com o tempo através da
escolha apropriada da velocidade de alimentag@o. Desta forma a dependéncia entre o crescimento
celular e a formacdao de produto pode ser mais bem estudada. Pode-se desacoplar a fase de
crescimento celular da fase de expressdo do gene de interesse, aumentando muitas vezes a

produtividade quando comparado com um processo batelada (Patkar e Seo, 1992).

Diversas metodologias de controle da vazao de alimentacdo tém sido desenvolvidas.
Estas metodologias variam das mais simples como a vazao de alimentacdo constante (Hardjito et
al.,1993; Belem e Lee, 1999) e a exponencial, que objetiva manter a velocidade de crescimento do
microrganismo constante (Gombert e Kilikian, 1997; Shin et al., 1998) até as que exigem maior
instrumentacdo como a via controle on-line da concentragdo de glicose (Horn et al., 1996) e via
controle on-line da concentracdo de etanol (Alberghina et al., 1991). Outras metodologias de
alimentagdo foram desenvolvidas com sucesso por diversos autores como o desenvolvimento de
um sistema de alimentagdo controlado pelo pH (Porro et al., 1991), controlado pela concentracdo
de oxigénio dissolvido (Barberis e Segovia, 1997), via medida off-line de glicose (Patkar e Seo,
1992) e baseado na medida de oxigénio dissolvido com o calculo do MSUR — Maximum Substrate
Uptake Rate - para S. cerevisiae e K. marxianus (Oh et al., 1998; Nor et al., 2001).

Os cultivos batelada alimentada t€m sido utilizados para obter culturas de alta
concentragdo celular de E. coli recombinante, atingindo acima de 100g/L de biomassa para a
produgdo de proteinas recombinantes como enzimas, anticorpos, hormoénio de crescimento humano

e glucagon humano (Horn et al., 1996; Hellmuth et al., 1994; Shin et al., 1998).

Diversos trabalhos com S. cerevisiae recombinante utilizam técnicas de batelada
alimentada atingindo em torno de 100g/L de massa celular (Porro et al., 1991; Alberghina et al.,
1991; Oh et al., 1998).

Diferentes técnicas de alimentagdo também foram aplicadas com sucesso para obtengdo
de culturas de alta densidade celular de K. lactis e K. marxianus utilizando glicose ou sacarose
como fonte de carbono em meios definidos (Blondeau et al., 1994; Nor et al., 2001; Hensing et al.,

1995). Contudo, os cultivos batelada alimentada utilizando soro de queijo como meio de cultura
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resultaram em concentragdes de biomassa maximas em torno de 20g/L (Barba et al., 2001; Belem ¢

Lee, 1999; Barberis e Segovia, 1997).
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3 Resultados e Discussao

Os resultados deste trabalho serdo apresentados na forma de artigos enviados ou a serem
enviados para publicagdo em revistas cientificas. Cada subtitulo deste capitulo corresponde a um

destes artigos a seguir:

3.1 Influence of aeration and agitation on the production of B-galactosidase by Kluyveromyces
marxianus CBS6556 — aceito com modificagdes no Brazilian Archives of Biology and

Technology em 25 junho de 2002.

3.2 Feeding strategies for fed-batch cultivation of Kluyveromyces marxianus in cheese-whey -

submetido ao Process Biochemistry em 18 de novembro de 2002.

3.3 Fed-batch cultivation of recombinant Saccharomyces cerevisiae using cheese-whey as

culture medium — a ser submetido.

O primeiro trabalho, com a levedura selvagem K. marxianus, teve por objetivo
determinar as condi¢des de aeragdo e agitagdo no biorreator que maximizassem a produtividade da
B-galactosidase. O estudo mostrou que, a propor¢do em que aumentava a transferéncia de oxigénio
no cultivo, aumentava-se também o rendimento celular (Yys), contudo diminuia-se a atividade
especifica da enzima (U/g cél). Desta forma, uma condicdo intermediaria de aeragdo/agitagcdo
resultou na maior produtividade de [-galactosidase em cultivo em regime de batelada de K.

marxianus.

Uma vez encontrada a melhor condigdo para producdo de -galactosidase no cultivo em
regime de batelada, o trabalho seguinte utilizou este resultado como ponto de partida para o estudo
de cultivos em regime de batelada alimentada utilizando o soro de queijo como meio de cultura.
Foram testados dois perfis de alimentagdo, trés tempos de alimentacdo e trés concentragdes do
meio de alimentacdo. A alimentacdo linear crescente, durante 25 horas, utilizando soro de queijo
trés vezes concentrado como meio de alimentagdo, mostrou-se a melhor condicdo, apresentando

produtividade da enzima 2,5 vezes maior que o cultivo em regime de batelada.

Os trabalhos acima descritos tiveram por objetivo maximizar o processo em biorreator de
producgdo de B-galactosidase por K. marxianus. Paralelamente realizou-se um trabalho de biologia
molecular para construir uma levedura com maior produtividade especifica da enzima. Para isto
construiu-se de uma cepa recombinante de S. cerevisiae produtora de B-galactosidase através da

integragdo dos genes LAC4 e LAC12 (B-galactosidase e lactose-permease de Kluyveromyces lactis)
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no genoma da levedura. Esta cepa foi testada em biorreator em condi¢des de batelada alimentada
escolhidas com base nos resultados do trabalho anterior. Embora a atividade especifica maxima de
B-galactosidase desta cepa recombinante seja 2,8 vezes maior que a atividade especifica maxima
alcangada com a levedura K. marxianus, a produtividade geral do processo desta ultima é maior

devido a maior concentragdo celular obtida € a0 menor tempo de cultivo.

A caracterizacdo da enzima produzida ja foi realizada e encontra-se no anexo All.1.
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3.1 Influence of aeration and agitation on the production of B-galactosidase by

Kluyveromyces marxianus CBS6556

3.11 Abstract

This work aimed to study the influence of aeration and agitation on the production of
[-galactosidase by Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown in protein hydrolyzed cheese whey.
The experiments were carried out on a 3L bench bioreactor under three different conditions of
agitation and aeration: (I) 500rpm and 3L.min"'; (II) 600rpm and 6L.min"'; (III) 700rpm and
9L.min"". This Crabtree negative yeast showed ethanol production, which is higher at low aeration
condition. B-galactosidase production was shown to be dependent on aeration rates, with best
productivity being achieved at intermediary conditions of agitation and aeration of medium
(condition II). In the bench bioreactors used in this work, the combination of air flow and agitation
speed, but not the type of turbine, showed to be an important factor influencing the volumetric

oxygen transfer (K a).

Key-words: Cheese whey, 3-galactosidase, K, a, Kluyveromyces marxianus

3.1.2 Introduction

One of the most important aspects of modern biotechnology is the scaling up of
microbial cultures. In this respect, optimal physiological conditions must be studied in bench scale
bioreactors previously to transferring them to pilot or industrial scale. Aeration is of fundamental
importance to these considerations, since oxygen is poorly scattered in submerged cultures,
especially in those where microorganisms present high oxidative physiology. The production of
enzymes, such as [-galactosidase by yeast are a typical case where oxygen limitation must be

avoided.

The cheesemaking industry generates large quantities of cheese whey (about 83% by
volume of total milk utilized). This product contains about 50% of the total solids of original milk
utilized (Scott, 1993). Due to its high level of organic substances, mostly lactose (70% of the total
solids), cheese whey imposes a high level of biochemical oxygen demand (BOD) to effluent
treatment plants, about 30000mg.L"' to 60000mg.L" (Ponsano e Castro-Gomez, 1995). The
production of cheese by the Brazilian dairy industry was 310 thousand tons in 1993, with an
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estimated increase of 13% per year. From the 440 thousand tons of cheese produced in 1996,

approximately 3 million tons whey resulted (Trevisan et al., 1997).

This work is a part of a major project where we investigate the use of protein-hydrolyzed
sweet cheese whey as culture medium to produce -galactosidase (lactase). This enzyme is used in
reduced lactose milk production, an outstanding industrial product used by a large lactose intolerant
population (Kardel et al, 1995; Pivarnik et al., 1995). In this study, we have examined various
aspects of the influence of agitation and aeration of the culture medium over the production of the

enzyme during growth in a bench bioreactor.

3.1.3 Materials and methods

All chemicals used were of analytical grade, bought either from Sigma, St. Louis, USA

or Merck, Darmstadt, Germany, except were indicated.
3.1.3.1 Yeast strains

The yeast Kluyveromyces marxianus CBS6556, obtained from Centraalbiireau vor
Schimmelcultures and provided by The Center for Biotechnology Development, Joinville, Brazil
was used. The strain was maintained on agar slants at 4°C, as previously described (Furlan et al.,

1995).
3.1.3.2 Medium composition

Basic medium composition used was made up with 70g.L™" of reconstituted sweet cheese
whey powder, (composition: 71% lactose, 11.1% soluble protein, 0.7% fat, 3% humidity, 7.2%
ashes; Elegé Laticinios S.A., Brazil), 5g.L"' of yeast extract. It was also used ImL.L™" of antifoam
polyoxy-ethylene-polyoxypropylene co-polymers (Mazu DF 800 S, Mazer Chemicals Ltd. /
England). To avoid protein precipitation during the sterilization process (121°C, 15 min), cheese
whey proteins were hydrolyzed with a commercial protease (Alcalase 0.6L, 1mL.L", Novo

Nordisk A/S / Denmark), pH 8.5 and temperature of 55°C for 3 hours.
3.1.3.3 Pre-culture

Isolated yeast colonies were aseptically transferred to 300mL shake flask containing
50mL of culture medium, and incubated in an orbital shaker (mod. NT711 / Nova Técnica, Brazil)

at 200rpm for 15 to 20 hours at 37°C.
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3.1.3.4 Bioreactor cultivation

Bioreactor experiments were performed in a 3L stirred tank bioreactor (Biostat B /
B.Braun Biotech International / Germany), filled with 1.5L of culture medium at 37°C. All
experiments were done in duplicate. Oxygen concentration was measured during experiments using
a polarographic oxygen probe (InPro 6000 / Toledo / Germany) and pH was kept at 5.5. The
specific growth rate (), the doubling time (ty), the yields (Ypix, Yess, Yxis, Yeworix), the productivity
(Qp) and the oxygen uptake rate by cells (Qp) were calculated as described by Sinclair e Cantero

(1990).
3.1.3.5 Enzyme activity assay

The assays were carried out in the cell-free extract (Rech et al., 1999) at 30°C, utilizing
ONPG (0-nitrophenol-f-D-galactopyranoside) as substrate, and performed as described by
Lederberg (1950). One unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme required to

liberate one umol of ONP (0-nitrophenol) in one minute at the conditions of the assay.
3.1.3.6 Lactose concentration

The lactose concentration, measured as total sugars, was determined by a phenol-sulfuric

acid method described previously (Rech et al., 1999).
3.1.3.7 Ethanol assay

The ethanol concentration was determined by gas chromatography using a HP Gas
Chromatograph (Hewlett-Packward 5890A / Canada) with a 50m length and 0.25 mm internal
diameter capillary column Simplicity-5 (Supelco Co. / USA). The chromatograph was programmed
as follows: injector at 250°C; detector at 250°C; column at 50°C for two minutes, followed by
heating to 75°C at a rate of 5°C.min"". To quantify the amount of ethanol, a calibration curve was
constructed by adding a solution of cheese whey (7% w.v™"), varying ethanol concentration, and a

fixed amount of n-propanol as internal standard.
3.1.3.8  Cell concentration

The cell concentration was estimated by measuring absorbance in a Hitachi U-1100
spectrophotometer (Hitachi / Japan) at A = 620nm, and relating the readings to biomass dry weight
with a calibration curve according to the following equation: Biomass = 0.0282¢'**©P_ The cells
were harvested at 16000xg (Eppendorff Bench Centrifuge 5410 / Brinkmann Instruments Inc. /

Germany) for 3 min and washed twice with cold distilled water.
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3.1.3.9 Oxygen transfer coefficient (K _a) determination

The K,a determination was performed in water, to test the impeller configuration
(conditions: 500rpm, aeration of 6L.min"', 37°C), and in culture medium at six hours of growth
(under the conditions of each experiment) by the dynamic gassing out method described previously

by Sinclair e Kristiansen (1987).

3.14 Results and discussion

It is well known that K a of cultures is affected by the size and shape of bioreactors,
number and types of turbine impellers and baffles, agitation speed, aeration rates, pressure, and
content of oxygen in the flowing air. In this work, experiments were performed in order to
investigate the effects of the combination of air flow and agitation speed on K a and the production
of B-galactosidase by Kluyveromyces marxianus CBS6556. Batch cultures were run under three
different conditions of agitation and aeration: 500rpm and 3L.min"" (condition I); 600rpm and
6L.min"" (condition II); 700rpm and 9L.min" (condition III). The growth curves are shown in
Figures 1, 2 and 3, respectively. Considering biomass formation and substrate consumption, results
indicate that there is no appreciable difference among these different conditions. Cultures reach the
end of the exponential growth phase about ten hours of cultivation, with a concentration of about
13g cells.L™'(dw). However, when the ethanol production curves are compared, results show that
ethanol production is higher at low aeration rates, and, in all conditions, ethanol is produced during
exponential growth and, after sugar depletion, ethanol is consumed as carbon source. These results
are surprisingly somehow, since K. marxianus is considered to be a Crabtree negative yeast and
should not produce ethanol under fully aerated culture conditions (Rouwenhorst, 1990). Acevedo et
al. (1996) also reported production of ethanol by a similar strain of K. marxianus. Although their
results showed a much higher concentration of ethanol than that obtained in our experiments, their

overall enzyme production was about 1000 times lower than values obtained in this research.

The B-galactosidase production curves at the highest oxygenation condition show a
different profile when compared with the other two conditions: at the end of exponential growth
phase, B-galactosidase activity was much smaller, but at stationary phase and after sugar depletion,
[B-galactosidase activity continues increasing until the end of the experiment. Growth parameters
shown in Table 1 confirm the results discussed above and indicate that the intermediary condition
of agitation and aeration (condition II) is the best concerning the production of B-galactosidase by
the yeast K. marxianus. This condition presents higher Ypyx and higher protein productivity

(Qp).These results are in agreement with those noted by others authors (Acevedo et al., 1996):
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B-galactosidase specific activity is higher at low aeration, however, because of differences in cell

yields, the volumetric activity is greater at intermediary conditions.

Condition II also presents a higher K a value calculated at six hours of growth than for
condition III, with higher agitation and aeration rates. This apparently contradicting result may be
explained by the fact that under intermediate oxidative conditions, cells consumed carbon sources
faster and liberated ethanol at higher levels into the medium, significantly changing the rheological

properties of medium composition at this time.

Table 3.1.1: Effect of aeration and agitation rates on the growth parameters of K. marxianus.

500rpm 600rpm 700rpm

3L.min"! 6L.min""' 9L.min""
Yys (g.g7) 0.36 0.40 0.45
Yex (U.g™h 0.133 0.135 0.081
Yeorix (g.87) 1.4 0.85 0.49
timax () 0.59 0.57 0.57
Qe (UL h™ 210 246 110
Qo (mmolO,.g"'s™) 4.5%x10™ 5.1x10™ 9.6x10™
K.a (h™) 64.4 130 111

i Yyss is calculated over the total substrate (lactose+ethanol) consumed during the growth.

According to Nienow (1990), disk turbines (six-bladed flat disc impellers) are often used
in stirred tank bioreactors for the reason that they are considered to be good for gas dispersion,
although occasionally angled blade agitators are used as the upper agitator because of its high

pumping capacity.

To study the influence of different impeller configurations on K.a, three different
lay-outs were tested combining three different types of impellers. The experiments were: (1) two
six-bladed flat disc impellers; (2) one six-bladed flat disc impeller with one six-bladed inclined disc
impeller and (3) one six-bladed flat disc impeller with one scooping marine impeller. Results are
described in Table 2 and show that, under the conditions of this work, the use of two six-bladed flat
disc impellers and the use of six-bladed flat disc impeller combined with a scooping marine
impeller (high-flow, low-power-number impeller) were equally efficient to transfer oxygen to the

culture medium.
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Table 3.1.2: Effect of different types of impellers over K a in a bioreactor as measured in this
work.

Impeller configuration K.a
two six-bladed flat disc impellers 498 h’
six-bladed flat disc impeller with a six-bladed 457!

inclined disc impeller

six-bladed flat disc impeller with a scooping 49.1h"
marine impeller
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Figure 3.1.1: Growth of Kluyveromyces marxianus CBS6556 in bioreactor at agitation of 500rpm
and aeration of 3L.min"" (condition I).

(@) Biomass; (®) lactose; (x) ethanol; (M) B-galactosidase total activity; (+) B-galactosidase
specific activity.
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Figure 3.1.2: Growth of Kluyveromyces marxianus CBS6556 in bioreactor at agitation of 600rpm
and aeration of 6L.min"" (condition II).

(@) Biomass; (®) lactose; (%) ethanol; (M) B-galactosidase total activity; (+) B-galactosidase
specific activity.

43



(4]
o
[o2]
o
o

40 4 =» 500 a

g E
€ o
2 3,0 4 2
2 >
= 2
g 2,0 A &
5 2
° o
= [
1,0 - )

0,0 #
0
100

o

10 =

5 E

- IS

2 £

[}

§ 1 )

£ 4
2 2

2 ©

0,1 3

5}

ki

0,01

time (h)

Figure 3.1.3: Growth of Kluyveromyces marxianus CBS6556 in bioreactor at agitation of 700rpm
and aeration of 9L.min™' (condition III).

(@) Biomass; (®) lactose; (x) ethanol; (M) B-galactosidase total activity; (+) B-galactosidase
specific activity.

3.15 Conclusions

Conditions of oxygen transfer during submerged batch cultures had influence on
[-galactosidase production by Kluyveromyces marxianus CBS6556. Higher agitation and aeration
increased cell yield but not -galactosidase specific production by cells. Therefore, intermediary
oxygenation condition appears to be the best for the overall productivity of the enzyme and, in our
work, we have found that oxygen uptake rate by cells (Qo) around 5.1x10*mmolO,.g"'.s™" might be
the best physiological state for 3-galactosidase production. Our results also show that, since overall
oxygen transfer rate is not a limiting factor in submerged cultures of K. marxianus growing in

whey, the change of impellers aiming to improve oxygen transfer is unnecessary.

Further studies are under development in our group in order to assess the effects of

carbon sources feeding strategies on the production of the enzyme.
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3.1.6 Resumo

Este trabalho teve por objetivo determinar a influéncia das velocidades de aeracdo e de
agitacdo do biorreator na producdo de B-galactosidase pela levedura Kluyveromyces marxianus
utilizando soro de queijo como meio de cultura. As condigdes de agitagdo e aeracdo testadas foram:
500rpm e 3L.min"" (condigdo I); 600rpm e 6L.min" (condigdo II) e 700rpm e 9L.min"' (condigdo
III). Os resultados mostram que esta levedura, considerada Crabtree negativa, produz etanol, cuja
concentracdo ¢ maior nas condigdes de menor aeragdo. A produgdo de B-galactosidase mostrou-se
dependente das velocidades de aeragdo, sendo menor na condigdo de maior aeragdo, € sendo que a
maior produtividade da enzima foi atingida na condigdo intermediaria de oxigenagdo (condi¢do II).
Nos biorreatores de bancada, o tipo de turbina utilizada ndo mostrou ser um fator de influéncia na

velocidade volumétrica de transferéncia de oxigénio (K_a).
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3.2 Feeding strategies for fed-batch cultivation of Kluyveromyces marxianus in cheese-whey

3.2.1 Abstract

The aim of this work was to study several simple feeding strategies to obtain
high-cell-density cultures of Kluyveromyces marxianus and to maximize [-galactosidase
productivity of the process, using cheese-whey as batch and feeding medium. Two feeding profiles
(linear and exponential), three feeding times (20, 25 and 35 hours) and three different feeding
media concentrations (cheese-whey concentrated two, three or four times) were tested. Results
showed that fed-batch cultures of K. marxianus in cheese-whey did not achieve high biomass
concentrations. However continuous lactose addition in the culture produced high specific enzyme
activity and, consequently, improved the volumetric activity of 3-galactosidase when compared to
batch cultivations. The best fed-batch strategy, which was the feeding of three times concentrated
cheese-whey during 25 hours, resulted in a B-galactosidase productivity of 290.9U/(L.h), which

represents over 50% greater productivity of B-galactosidase compared to batch cultivation.

Key-words: Kluyveromyces marxianus, cheese-whey, fed-batch, high-cell-density, B-galactosidase

3.2.2 Introduction

According to recent environmental regulations, new technologies have to be developed
for the treatment of agro-industrial wastewaters. In fact, there is a large number of such polluting
streams, usually coming from many small and medium size manufacturing plants [1]. The
cheesemaking industry generates large amounts of cheese-whey (about 83% of the volume of milk

utilized) [2]. Whey contains 5% (w/v) lactose [3] and its BODs ranges from 30,000 to 40,000ppm
[1].

Fed-batch culture has been successfully used to improve the productivity of both
homologous and heterologous proteins in high-cell-density cultures. It is an effective technique for
overcoming cellular regulatory mechanisms such as Crabtree effect, catabolite repression and
product inhibition [4]. Fed-batch culture has been largely used for Saccharomyces cerevisiae,
Picchia pastoris and Kluyveromyces lactis to produce different types of heterologous proteins in

high-cell-density cultivations [5, 6, 7, 8]. Nevertheless, most of these cultivations are based on
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sophisticated control strategies that demand expensive equipment, which may be a constrain to

process development.

The aim of this work was to study different simple feeding strategies to obtain
high-cell-density cultures of Kluyveromyces marxianus and maximize -galactosidase productivity
of the process, using cheese-whey as batch and feeding medium. Two feeding profiles (linear and
exponential), three feeding times (20, 25 and 35 hours) and three different feeding medium
concentrations (cheese-whey concentrated two, three or four times) were tested. Many studies have
been conducted in fed-batch cultivation, but only a few used complex, non-defined medium, such
as agro-industrial wastewater streams. This work shows that cheese-whey can be successfully used

in fed-batch cultures to increase process productivities.

3.2.3 Materials and methods

All chemicals used were of analytical grade, bought either from Sigma (St. Louis, USA)

or Merck (Darmstadt, Germany), except where indicated.
3.2.3.1 Yeaststrain:

The yeast Kluyveromyces marxianus CBS6556, originally obtained from Centraalbiireau
vor Schimmelcultures (Amsterdam, The Netherlands), was provided by the Center for
Biotechnology Development (Joinville, Brazil). The strain was maintained on agar slants at 4°C, as

previously described [9].
3.2.3.2  Medium composition

Basic medium composition used was made up with 70g/L of reconstituted sweet
cheese-whey powder (Elegé Laticinios S.A., Teotonia, Brazil), 5g/L of yeast extract, and 1mL/L of
antifoam polyoxy-ethylenepolyoxypropylene copolymers (Mazu DF 800 S, Mazer Chemicals Ltd.,
England). To avoid protein precipitation during the sterilization process (121°C, 15 min),
cheese-whey proteins were hydrolyzed with a commercial protease (Alcalase 2.4L, Novo Nordisk,
Curitiba, Brazil). The feeding medium was composed by the basic medium concentrated twice,

thrice or four times, and sterilized for 30 min at 100°C.
3.2.3.3 Pre-culture

Isolated yeast colonies were aseptically transferred to a 300mL shake flask containing
50mL of basic culture medium, and incubated in an orbital shaker (mod. NT711 / Nova Técnica,

Brazil) at 200rpm for 15 to 20 hours at 37°C.
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3.2.3.4 Bioreactor cultivation

Bioreactor experiments were performed in a 3L stirred tank bioreactor (Biostat B /
B.Braun Biotech International / Germany), filled with 1L of culture medium at the following
conditions: 37°C, 600rpm, and aeration of 6L air/min. Bioreactor cultivations were composed
primary by a 12-hours batch stage followed by a fed-batch stage of 20, 25 or 35 hours. The final
working volume of the bioreactor was 2L. All experiments were done in triplicate. The value of pH
was kept constant at 5.5 and oxygen concentration was measured during experiments using a
polarographic electrode. Biomass yield (Yys), ethanol yield (Ygionss) and enzyme productivity (Qp)

were calculated as described by Sinclair & Cantero [10].
3.2.3.5 Feeding profile calculation

Two different feeding profiles were used. Exponential feeding profile has the form: F =b
exp(ut), and linear feeding profile has the form: F = a t + b, where F is the feeding rate, t is the

time and a, b and y are constants.
3.2.3.6  Enzyme activity assay

The enzyme activity assay was carried out in cell free extracts [11], using ONPG
(o-nitrophenol-f-D-galactopyranoside) as substrate, and performed as described by Lederberg [12].
One unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme required to liberate one umol of

ONP (0-nitrophenol) in one minute at the assay conditions.
3.2.3.7 Lactose concentration

The lactose concentration, measured as total sugars, was determined by a phenol sulfuric

acid method previously described [11].
3.2.3.8 Ethanol assay

The ethanol concentration was determined by gas chromatography using a gas
chromatograph (CG-14B Shimadzu, Tokyo, Japan) with a 12m length and 0.53mm internal
diameter capillary column CBP1-W12-300. The chromatograph was programmed as follows:
injector at 150°C; detector at 150°C; column at 40°C. To quantify the amount of ethanol, a
calibration curve was constructed by adding a solution of cheese-whey (70g/L), varying ethanol

concentration, and using a fixed amount of n-propanol as internal standard.
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3.24 Results and discussion

3.2.4.1 Effect of feeding profile and time of feeding

Primarily, we have studied the influence of the feeding profile and time on biomass and
[B-galactosidase production. Exponential ascending feeding for 20 hours (E20) and 25 hours (E25)
and linear ascending feeding for 20 hours (L20), 25 hours (L25) and 35 hours (L35) were tested.
Feeding was performed with the basic medium composition concentrated four times (cheese-whey
280g/L; yeast extract 20g/L). A simple batch cultivation was also performed (Figure 1). Results of
fed-batch experiments are presented in Figures 2, 3, 4, 5 and 6. Growth curves show that biomass
concentration increases during feeding phase, reaching a maximum of 34g/L (L35). Although high
when compared to batch cultivations, this value is much lower than the theoretical possible values
of 75g/L, when considering the conditions of the run and a value of Yys = 0.4. It possibly occurred
because of an oxygen limitation due the high oxidative metabolism of this yeast: the dissolved
oxygen concentration reached a null value at about six hours of growing and remained zero until a
few hours after the end of feeding phase (data not shown), even under the strong oxygen mass
transfer adopted in our work (6 L air/min; 600 rpm). Lactose curves show that the yeast consumes
all lactose that enters in culture medium. Belem & Lee [3] obtained similar results using
concentrated cheese-whey in fed-batch cultures of Kluyveromyces marxianus ATCC28244. In their
experiments, biomass did not increase, showing even a decrease during feeding phase. Dissolved
oxygen concentration also remained near zero and lactose was consumed. In our experiments,
although biomass did not reach high concentration during feeding phase, continuous lactose
addition to culture medium resulted in a enhancement of the specific activity and, consequently, of
the volumetric activity of [B-galactosidase during fed-batch operation of the bioreactor when
compared to a batch cultivation. These results contrast with those obtained by Nor et al. [4]. In
their experiments, they tested different feeding control strategies in fed-batch cultures of
Kluyveromyces marxianus using a synthetic medium with lactose as carbon source. They achieved
high biomass concentration (69.1g/L) but the B-galactosidase specific activity remained constant
during the culture run. Hensing et al. [13] also achieved high biomass concentration (over 120g/L)
utilizing K. marxianus CBS6556 using a synthetic medium with glucose as carbon source. The fact
that these authors both used synthetic media could explain their ability to improve biomass yield.

Nevertheless, their specific enzyme activities were similar to those obtained in this work.

Results also showed that feeding profiles during 20 hours (Figures 2 and 3) and 25 hours
(Figures 4 and 5) add lactose to culture medium faster than the capacity of metabolization by cells
of this substrate. This fact results on lactose accumulation in culture medium during the first 15

hours of feeding and, consequently, the production of ethanol as secondary metabolite, interfering
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on biomass production. According to Porro et al. [6], ethanol production is the major cause of
lowering cellular yield in yeast cultivation. Nevertheless, in the linear ascending feeding profile
during 35 hours (Figure 6) there is no lactose accumulation and a smaller ethanol production during
feeding phase. For all fed-batch runs, there was a poor conversion of substrate in biomass (Yys =
0.235+0.02) during feeding phase, as shown in Table 1, and there was no observable variation for
the yields values (Yxss, Yewonss) among the different feeding profiles. Table 1 also shows productivity
for batch cultivation and for different feeding profiles and times of fed-batch cultivation.
Productivity values were calculated considering an interval of 12 hours between cultures and show
that fed-batch cultures productivity are almost two times greater when compared with batch culture
productivity. Among fed-batch results, cultures L25 and L35 presented the greatest volumetric
productivity. After 15 hours of run, there is a shift of metabolism: from this point on, independent

of the feeding rate of lactose, the yeast consumes all lactose that is entering in culture medium.

3.2.4.2 Effect of feeding medium concentration

The experiments studying feeding time and profile using feeding medium based on four
times concentrated cheese-whey did not result in a high-cell-density culture but stimulated
B-galactosidase production. The following experiments aimed to determine the influence of the
feeding medium concentration over B-galactosidase production in a fed-batch culture. The feeding
strategy L25 was chosen for the following experiments since it presented one of the best
productivities. It was tested feeding medium composed by basic medium concentrated two times
(cheese-whey 140g/L, yeast extract 10g/L, Figure 7) and three times (cheese-whey 210g/L, yeast
extract 15g/L, Figure 8) and results were compared with the feeding medium concentrated four
times (Figure 5) and with the batch culture (Figure 1). Results show that biomass and ethanol
concentration increase at the end of feeding phase with feeding concentration. Nevertheless,
B-galactosidase curves compared at Figure 9 and productivity values at Table 2, show that feeding
medium three times concentrated is the most efficient to stimulate B-galactosidase production by
the yeast. Values of Ygiop/s at Table 2 show that ethanol production decreases with feeding medium

concentration.

51



16 700

—a—U/mL
14 r 600
---o--- Ulg cell =
= T
E 121 l 500 o
2 5
> 10 =
2 F 400 2>
2 =
S 84 3
o | 300 ®
5 ©1 £
o
5, . t200 &
[ .
247
0 ¥—=
0
70
60 —a—biomass
% 1 ...0.-- lactose
:é 50 " "-e--.0, —x— ethanol
T 40 4
[} o
[%2]
o
S 304
<
]
3 20
£
o
o 10 4
0 T T ¥ - T T
0 5 10 15 20 25 30

time (h)

Figure 3.2.1: Batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.
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Figure 3.2.2: Fed-batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.
Exponential ascending feeding profile for 20 hours. Feeding medium: four times concentrated
cheese-whey.
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Figure 3.2.3: Batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey. Linear
ascending feeding profile for 20 hours. Feeding medium: four times concentrated cheese-whey.
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Figure 3.2.4: Fed-batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.

Exponential ascending feeding profile for 25 hours. Feeding medium: four times concentrated
cheese-whey.
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Figure 3.2.5: Fed-batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.
Linear ascending feeding profile for 25 hours. Feeding medium: four times concentrated
cheese-whey.
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Figure 3.2.6: Fed-batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.
Linear ascending feeding profile for 35 hours. Feeding medium: four times concentrated
cheese-whey.
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Figure 3.2.7: Fed-batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.
Linear ascending feeding profile for 25 hours. Feeding medium: two times concentrated
cheese-whey.
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Figure 3.2.8: Fed-batch culture of Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown on cheese-whey.
Linear ascending feeding profile for 25 hours. Feeding medium: three times concentrated
cheese-whey.
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Figure 3.2.9: Influence of the feeding concentration on volumetric activity of B-galactosidase
during a fed-batch culture with a linear ascending feeding profile during 25 hours.

Table 3.2.1: Yields and productivity for batch cultivation and for different feeding profile and time
of fed-batch cultivation: exponential ascending for 20 hours (E20) and 25 hours (E25) and linear
ascending for 20 hours (L20), 25 hours (L.25) and 35 hours (L35).

batch L[20 L25 L35 E20 E25

Yyxys batch 0.40 0.318 0.355 0.332 0.286 0.389
Yys feed - 0.255 0.218 0.240 0.246 0.215
Yyxss global 0.40 0.150 0.207 0.187 0.149 0.177
Yetonss global 0.33 0.128 0.134 0.052 0.097 0.079
Qp (U/(L.h)) 118.5 231.6 242.8 2469 231.6 1959

Table 3.2.2: Yields and productivity for batch cultivation and for different feeding medium
concentrations of fed-batch cultivation for a linear ascending profile for 25 hours. 4X: cheese-whey
280g/L, yeast extract 20g/L. 3X: cheese-whey 210g/L, yeast extract 15g/L. 2X: cheese-whey
140g/L, yeast extract 10g/L.

Batch 4X 3X 2X

Yyys batch 040 0355 0324 0221
Yys feed - 0218 0.174 0.191
Yy global 040 0207 0.175 0229
Yeionys global 033 0134 0077 0.008
Qp (U/(L.h)) 118.5 2428 2909 190.5

3.25 Conclusions

This work has shown that fed-batch operation of a bioreactor using cheese-whey as

culture medium is an interesting technology to increase the productivity of the process of
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production [-galactosidase by Kluyveromyces marxianus CBS6556. Among the carried out
experiments, maximum productivity (290.9U/(L.h)) was achieved with linear ascending feeding

profile during 25 hours utilizing three times concentrated cheese-whey as feeding medium.

Results for biomass accumulation were somehow lower than expected. The best
explanation that appears from results is the fact that there was an oxygen limitation in all runs,
despite the strong aeration and agitation conditions adopted. Indeed, when compared to other
yeasts, such as S. cerevisiae or K. lactis, K. marxianus presents a much higher demand for oxygen,
which could not be achieved in our bioreactors. Therefore, it should be further investigated the
effects of oxygen on biomass concentration and enzyme productivity for these simple strategies of

feeding.
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3.3 Fed-batch cultivation of recombinant Saccharomyces cerevisiae using cheese-whey as

culture medium

3.3.1 Abstract

Saccharomyces cerevisiae strain W303 was transformed with two yeast integrating
plasmids containing LAC4 and LAC12 genes that codify (-galactosidase and lactose-permease of
Kluyveromyces lactis respectively. The BLR030 transformant strain was selected due to its growth
and P-galactosidase production capacity. Different culture media based on deproteinized cheese
whey (DCW) were tested and the best (DCW, yeast extract 1% and peptone 3% (w/v)) was chosen
for bioreactor experiments. Batch and fed-batch experiments with linear ascending feeding profile
during 25 (FB25), 35 (FB35) and 50 (FB50) hours, were performed. FB35 and FB50 presented the
highest B-galactosidase specific activities (around 1800U/g), and also the best productivities
(180U/(L.h)).

Key-words: Recombinant Saccharomyces cerevisiae, LAC4, p-galactosidase, cheese-whey,
fed-batch.

3.3.2 Introduction

Recombinant technology applied to cellular systems, which are able to grow in
large-scale bioreactors, has given the opportunity to obtain large quantities of protein that would
otherwise be difficult or impossible to obtain. For this purpose, the use of the yeast Saccharomyces
cerevisiae as a host microorganism for the expression of heterologous proteins has been
particularly attractive. This yeast is generally recognized as a safe microorganism (GRAS), lacking
endotoxins and lytic viruses, being able to perform many post-translational modifications,
including glycosylation, acylation and folding (Alberguina et al., 1991). In this way, S. cerevisiae
has been used as a host microorganism to produce different types of proteins like -galactosidase
(Cheng et al., 1997), glucoamylase (Hardjito et al., 1993), a2,6(N)sialyltransferase (Borsig et al.,
1995), antithrombotic hirudin (Kim et al., 2003), sporamin (Chen et al., 2002), Closterium sex
pheromone (Sekimoto, 2002), cutinase (Calado et al., 2002), Rhizopus oryzae lipase (Ueda et al.,
2002), capsid proteins of human polyomaviruses BK and JC (Hale et al., 2002), human
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interleukin-18 (Lim et al., 2002), a,;-antitrypsin (Tamer and Chisti, 2001), human XPA and XRCC1
DNA repair proteins (Pushnova et al., 2001), Aspergillus ficuum endoinulinase (Park et al., 2001).

Many studies for the production of recombinant protein by S. cerevisiae use fed-batch
cultivation to obtain higher productivity. Different feeding methodologies have been developed,
such as constant feeding (Hardjito et al.,1993; Belem and Lee, 1999) or exponential feeding
(Gombert and Kilikian, 1997; Shin et al., 1998) to obtain constant specific growth rates, and more
sophisticated systems, requiring fine instrumentation, such as on-line glucose concentration control
(Horn et al., 1996) and via on-line ethanol concentration control (Alberghina et al., 1991). Other
methodologies have been successfully developed based upon pH controlled feeding (Porro et al.,
1991); dissolved oxygen controlled feeding for Kluyveromyces marxianus (Barberis and Segovia,
1997); off-line glucose measure (Patkar and Seo, 1992); and via dissolved oxygen measure with the
MSUR (maximum substrate uptake rate) determination for S. cerevisiae and K. marxianus (Oh et
al., 1998; Nor et al., 2001), some of these obtained high cell concentrations of biomass (100g/L of
S. cerevisiae or more) (Porro et al., 1991; Alberghina et al., 1991; Oh et al., 1998).

Cheese-whey is the liquid residue after the casein precipitation during cheese making. It
represents 85-95% of the original milk volume and retains 55% of the milk nutrients, mainly
lactose (4.5-5%w/v) and proteins (0.6-0.8% w/v). However, due to the fact of its low solids
concentration (6-7%w/v), cheese-whey usually is considered an effluent. Despite the many
technologies developed for cheese-whey utilization, nearly half of worldwide cheese-whey
production is discarded as effluents (Gonzalez-Siso, 1996). According to USDA, the Brazilian
cheese-whey production increases annually, reaching 445,000 tons in 2000 (USDA-NASS, 2002),

generating approximately 4 millions tons of cheese-whey.

The fed-batch cultures of S. cerevisiae described so far by the literature use defined or
selective media, with glucose as carbon source. This work aimed to develop a fed-batch culture of
recombinant S. cerevisiae using an undefined culture medium base on cheese-whey as carbon

source.

3.3.3 Materials and methods

All chemicals used were of analytical grade, bought from Sigma (St. Louis, USA) or

Merck (Darmstadt, Germany), except where indicated.
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3.3.3.1 Yeast strain:

S. cerevisiae W303 (Mata ade2-1 his3-11 leu2-3,112 ura3-1 trpl) was kindly provided
by Prof. JAP Henriques (Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brazil) and maintained on agar-plates containing YPD medium (Saffi et al., 2001).
3.3.3.2 Plasmids

Plasmids pMR4 and pMRI11 were kindly provided by Dr. J Polaina (Instituto de
Agroquimica y Tecnologia de Alimentos, Valencia, Spain). These plasmids contain leu2-d gene, a
rDNA locus sequence and the genes LAC4 and LAC12 under the control of a CYC-GAL promoter
(Figure 1). The genes LAC4 and LAC12 code [-galactosidase and Ilactose-permease of

Kluyveromyces lactis respectively (Rubio-Teixeira et al., 1998).
3.3.3.3 Yeast transformation

Strain W303 was co-transformed with plasmids pMR4 and pMR11 by a high efficiency
lithium-acetate technique (Agatep et al., 1998) and incubated on lactose SD-agar plates at 30°C for

5 days.

(a)

8 CYC-GAL
AMP
LACI2

pMR4
9.60 kb

PMRI1  LAC4 |

11.08 kb

Belll
8 rDNA

Smal

Figure 3.3.1: Plasmids used in this work to co-transform strain W303. (a) Plasmid pMR4 contains
LAC12 gene that codes K. lactis lactose-permease; (b) Plasmid pMR11 contains LAC4 gene that
codes K. lactis B-galactosidase (Rubio-Teixeira et al., 1998).

3.3.3.4 Culture media

Selective media were made up of lactose, glucose or maltose SD-agar plates
supplemented with amino acids (lactose, glucose or galactose 20g/L, yeast nitrogen base without

amino acids 6.7g/L, adenine 20mg/L, histidine 20mg/L, tryptophan 20mg/L, uracil 20mg/L.
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Complex media were YPD (glucose 20g/L, peptone 20g/L, yeast extract 10g/L) or YPL (lactose
40g/L, peptone 20g/L, yeast extract 10g/L).

To obtain deproteinized cheese-whey (DCW), 70g/L or 210g/L (for concentrated feeding
medium) of cheese-whey powder (Elegé Laticinios S.A., Brazil) was dissolved in water, pH
adjusted to 4.5 with pure phosphoric acid. This solution was boiled during 10 minutes for protein
precipitation and centrifuged at 15,000xg for 10 minutes. The supernatant was then filtered. The
permeate is the DCW, with about 50g/L or 150g/L of lactose respectively. Yeast extract and
peptone were then added to the desired concentration and pH adjusted to 6.0 with potassium
hydroxide. For bioreactor cultivations, 0.5mL/L of antifoam polyoxyethylene-polyoxypropylene
copolymers (Mazu DF 800 S, Mazer Chemicals Ltd., England) was added to the final culture

medium.
3.3.3.5 Bioreactor cultivation

Bioreactor experiments were performed in a 3L stirred tank bioreactor (Biostat B,
B.Braun Biotech International, Germany), filled with 1.5L of culture medium, at 30°C, 500rpm,
and aeration of 3L air/min. Bioreactor was inoculated with 100mL of a 30-40-hours pre-culture in

YPL.

Fed-batch runs were composed primary by a 24-hours batch stage followed by a
fed-batch stage of 25, 35 or 50 hours. Biomass yields (Yys), ethanol yield (Ygonss) and enzyme
productivity (Qp) were calculated as described by Sinclair & Cantero (1990).

3.3.3.6 Enzyme activity assay

The enzyme activity assay was carried out in cell-free extracts, using ONPG
(o-nitrophenol-B-D-galactopyranoside) as substrate, and performed as described by Rech et al.
(1999). A unit of enzyme activity was defined as the amount of enzyme required to liberate one

pmol of ONP (0-nitrophenol) in one minute at the assay conditions.
3.3.3.7 Biomass concentration

The cell concentration was estimated by measuring absorbance in a Hitachi U-1100
spectrophotometer (Hitachi, Japan) at A = 600nm, and relating the readings to biomass dry weight
with a calibration curve. The cells were harvested at 16,000xg for 3 min and washed twice with

cold distilled water.
3.3.3.8 Lactose concentration

The lactose concentration, measured as total sugars, was determined by a phenol sulfuric

acid method as previously described (Rech et al. 1999).
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3.3.3.9 Ethanol assay

The ethanol concentration was determined by gas chromatography using a gas
chromatograph (CG-14B Shimadzu, Japan) with a 12m length and 0.53mm internal diameter
capillary column CBP1-W12-300. The chromatograph was programmed as follows: injector at
150°C; detector at 150°C; column at 40°C. To quantify the amount of ethanol, a calibration curve
was constructed by adding a solution of cheese-whey (70g/L), varying ethanol concentration, and

using a fixed amount of n-propanol as internal standard.

3.34 Results and discussion

3.3.4.1 Construction and selection of a S. cerevisiae strain that produces p-galactosidase

This step of the work aimed to obtain a S. cerevisiae strain that was able to grow on
lactose and produce -galactosidase. The strain W303 was co-transformed with the Smal linearized
plasmids pMR4 and pMRI11. After incubation at 30°C for 5 days, 39 colonies were isolated from
lactose SD-agar plates and denominated strains BLR0OO1 to BLR039. These colonies were tested on
SD-agar plates containing glucose, maltose or lactose as carbon source. Only 25 colonies
maintained the capacity to grow on lactose as the sole carbon source (BLR007-008, BLR012-019,
BLRO021, BLR023-024, and BLR026-031, BLR033-036, BLR038-039).

The selected strains were submitted to a quantitative test of growth and [(3-galactosidase
production on YPL, using S. cerevisiae W303 and K. marxianus CBS5665 as negative and positive
controls respectively. Results shown in Figure 2b showed that strains BLR013, BLRO15, BLR02S,
BLRO035 and BLR036 had poor growth, similar to the wild strain W303. The other strains had a
similar growth, around 10 units of optical density, yet inferior to the K. marxianus that has grown
to 25 units of optical density. The results for B-galactosidase production (Figure 2a) show that poor
growers do not have any enzyme activity, while strains BLR029, BLR030, BLR033 and BLR039
presented the highest [-galactosidase production. Considering growth and [-galactosidase
production, recombinant strains BLR014, BLR029, BLR030, BLR031, BLR033, BLR038 and

BLRO039 were selected for the next experiment.

Further selection was carried out in YPL shaker cultures. Results shown in Figure 3a and
3b demonstrated that although recombinant strains have smaller biomass formation when compared
to K. marxianus, their B-galactosidase production is higher. This can be explaining by the expected
multi-integration of the LAC4 gene in the genome of recombinant strains, causing [-galactosidase

overproduction. Strain BLR030 was finally chosen for bioreactor work.
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Figure 3.3.2: Growth and B-galactosidase production of transformed S. cerevisiae strains (BLR)

compared with the wild strain (W303) and with K. marxianus CBS6556 in YPL.
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Figure 3.3.3: Growth and B-galactosidase production of transformed S. cerevisiae strains (BLR)

compared with the wild strain (W303) and with K. marxianus CBS6556 in YPL. Data represent the

mean of two experiments.
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3.3.4.2 Selection of a culture medium for fed-batch bioreactor cultures

This experiment aimed to determine an efficient culture medium based on DCW for
growth and production of B-galactosidase by S. cerevisiae BLR030. Batch cultures of DCW
containing about 50g/L of lactose was supplemented with 10g/L of yeast extract and 10, 20 or
30g/L of peptone. Biomass, -galactosidase activity and sugar consumption were followed during
56 hours, as presented in Figures 4a, 4b, 4c. This set of experiments was necessary to establish the
amount of nitrogen source ideal to support growth and enzyme production. Results show that
medium III is the best for biomass and (-galactosidase production, being chosen for bioreactor

experiments.
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Figure 3.3.4: Biomass, 3-galactosidase activity and sugar consumption of S. cerevisiae BLR030 in
orbital shaker at 30°C.

(A) medium I (DCW, yeast extract 10g/L, peptone 10g/L); (X) medium II (DCW, yeast extract
10g/L, peptone 20g/L); (¢) medium III (DCW, yeast extract 10g/L, peptone 30g/L). Data represent
the mean of two experiments.

3.3.4.3 Bioreactor cultures

This step of the work studied the influence of feeding time on fed-batch cultivations of a

recombinant S. cerevisiae. Fed-batch cultures with linear ascending feeding profile during 25, 35
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and 50 hours were performed and the results were compared to batch cultivation. Culture and
feeding media are based on DCW enriched with yeast extract and peptone. Results of batch culture
is shown in Figure 5, whilst the fed-batch cultivations during 25 (FB25), 35 (FB35) and 50 (FB50)
hours are presented in Figures 6, 7, 8. Table 1 compares values obtained for biomass and product

yields of all cultures.

Poor yields of biomass (Yys) resulted in low biomass concentration at the end of the
culture, despite the fact that the Yys showed a slight increase when the feeding time increases.
Similar results were observed by Ramakrishnan and Hartley (1993) when aerobically growing S.
cerevisiae GRF167 in lactose. Domingues et al. (1999) obtained even smaller Yys values in
cultures of S. cerevisiae T1 in lactose minimal media, suggesting that lactose is not a suitable
substrate to obtain high cell density cultures. Works in where high cell densities of S. cerevisiae
were achieved, always used defined media with glucose or glucose and galactose combinations as
carbon source and some kind of strategy to control de substrate addition according to the variations
of cells metabolism during the fed-batch phase (Porro et al., 1991; Alberghina et al., 1991; Oh et
al., 1998). It was also observed a small amount of ethanol production during the cultivations, about
10g/L, indicating that, even under growth control, S. cerevisiae BLR030 was showing catabolic

repression by lactose, a fermentative sugar, although oxygen was never depleted form medium.

Table 3.3.1: Yields and productivity for batch cultivation and for different feeding time of
fed-batch cultivation: during 25 hours (FB25), during 35 hours (FB35) and during 50 hours (FB50).

batch FB25 FB35 FBS50
Yyss 0.18 0.16 023 0.26
Yetomss 0.05 0.05 0.06
Qr (U/(L.1h)) 120 125 180 185

Lactose consumption curve of the batch culture (Figure 5¢) shows a quasi-linear lactose
consumption over the 50 hours of fermentation. The work of Rubio-Teixeira et al. (2000) also
shows batch cultures with about 50 to 70 hours of fermentation using cheese-whey as culture
medium. In our fed-batch runs, feeding initiates at 24 hours of fermentation, when lactose
concentration in culture media is around 40g/L. Time of feeding initiation was chosen based on
dissolved oxygen concentration (data not shown) when there was an increase on dissolved oxygen
concentration, indicating a shift in cellular metabolism. Data shows that for FB25 (Figure 6¢) and

FB35 (Figure 7¢) lactose accumulates in culture medium during the feeding period, while for FB50
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(Figure 8c) there was no lactose accumulation during the feeding period, suggesting that this is a

better feeding interval for this yeast.

The B-galactosidase specific activity curves (Figures Sa, 6a, 7a, 8a,) show that there is an
increase in the specific activity during the firsts 30 hours of cultivation for the batch and the FB25
runs, and during the firsts 50 hours of cultivation for the FB35 and FB50 runs, showing that lactose
feeding induces B-galactosidase activity, even when lactose is already presented in culture medium.
Similar results were obtained for K. marxianus CBS6556 in previous work (Rech and Ayub, data
not published). The maximum specific activity were obtained at 49 hours of cultivation in FB35
and FB50 runs with 1,778U/(g cell) and 1,934U/(g cell). This specific activity is 2.8 times higher to
that obtained with a fed-batch culture of K. marxianus CBS6556 using cheese-whey as culture
medium (Rech and Ayub, data not published) and two times greater than obtained by
Rubio-Teixeira et al. (1998) with S. cerevisiae MRY276 (W303-1A transformed with pMR4 and
pPMRI11 plasmids), a similar strain to that used in this work. However, when this authors crossed
MRY276 and the S288C wild S. cerevisiae strain, the specific -galactosidase activity of the
diploid strain raised 4 folds. These experiments were carried out in batch cultures, in defined

medium containing lactose as the carbon source.

The B-galactosidase volumetric activity (Figures 5b, 6b, 7b, 8b) and productivity values
(Table 1) show that runs FB35 and FB50 have quite similar 3-galactosidase production profiles and
also similar productivity: 180 and 185U/(L.h) respectively. Comparing these results with that
obtained with K. marxianus (Rech and Ayub, data not published), it can be noticed that volumetric
activity of FB35 and FB50 runs are higher than those observed for K. marxianus fed-batch
cultivations. However, S. cerevisiae productivities are about 35% lower. This fact can be explained
by the slower growth rates of S. cerevisiae cultures, consequently imposing longer cultivation
times. It is interesting, however, to note that S. cerevisiae and K. marxianus batch cultivations have
similar productivities: 120 and 118U/(L.h).
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Figure 3.3.5: Batch culture of S.

mean of two experiments.
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cerevisiae BLR030 grown on cheese-whey. Data represent the

(A) biomass, () lactose, (+) ethanol, (x) B-galactosidase volumetric activity, (W) B-galactosidase

specific activity.
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Figure 3.3.6: Fed-batch culture of S. cerevisiae BLR030 grown on cheese-whey. Linear ascending
feeding profile for 25 hours. Data represent the mean of two experiments.

(A) biomass, () lactose, (+) ethanol, () B-galactosidase volumetric activity, (W) -galactosidase
specific activity.
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Figure 3.3.7: Fed-batch culture of S. cerevisiae BLR030 grown on cheese-whey. Linear ascending
feeding profile for 35 hours. Data represent the mean of two experiments.

(A) biomass, () lactose, (+) ethanol, () B-galactosidase volumetric activity, (M) B-galactosidase

specific activity.
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Figure 3.3.8: Fed-batch culture of S. cerevisiae BLR030 grown on cheese-whey. Linear ascending
feeding profile for 50 hours. Data represent the mean of two experiments.
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specific activity.

3.35 Conclusions

The construction of recombinant strains of S. cerevisiae as host for heterologous protein
expression has been widely used in research and industry. In this way, the insertion of LAC4 and
LAC12 into the genome of S. cerevisiae, under the control of a strong promoter such as the one
used in this work (CYC-GAL) is a new strategy to allow the use of this well known yeast in cultures
based on lactose, a sugar that is not metabolized by it. Yet, large amounts of cheese whey, a
by-product of dairy industry, can then be used as inexpensive carbon source for cell cultivation. In
this work we attempted the use of this complex, undefined medium in fed-batch cultivation as a
way to reduce costs in enzyme production. Moreover, we developed simple feeding strategy, not
relying on sophisticated control systems. The results, although far from ideal, showed promising
perspectives for further development, if we consider that we obtained higher volumetric and

specific enzyme activity compared to K. marxianus.
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4 Discussao Geral

Com o objetivo de obter um processo que maximizasse a produtividade da enzima -
galactosidase, neste trabalho foram realizados cultivos em biorreator em regime batelada e batelada
alimentada com a levedura selvagem Kluyveromyces marxianus CBS6556 ¢ com a levedura
recombinante Saccharomyces cerevisiae BLR030, utilizando soro de queijo como meio de cultivo.
Nos cultivos em regime de batelada alimentada foram testados dois perfis de alimentagao,
exponencial e linear, e trés tempos de duragdo da alimentagéo, 20, 25 e 35 horas para a levedura K.

marxianus e 25, 35 e 50 horas para a levedura S. cerevisiae.

A Figura 4.1 mostra a biomassa formada ao longo do tempo nos cultivos realizados.
Nesta figura percebe-se claramente a grande diferenca na producdo de biomassa entre as leveduras
testadas. Em 35 horas de cultivo, enquanto a levedura K. marxianus atinge entre até 35g/L de
células, os cultivos com a levedura S. cerevisiae possuem em torno de 5g/L de células, chegando a

um maximo de 23g/L ao final de 100 horas de cultivo.
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Figura 4.1: Comparagdo das curvas de crescimento das leveduras K. marxianus CBS6556 (Km) e
S. cerevisiae BLR030 (Sc) de cultivos em regime batelada (batch) e batelada alimentada com
alimentacdo linear (L) e exponencial (E) durante 20 horas (20), 25 horas (25), 35 horas (35) ¢ 50
horas (50), com meio de alimentagdo concentrado duas (2X), trés (3X) ou quatro vezes (4X).

Ja em termos de atividade especifica da enzima, este resultado se inverte. Observando-se

a Figura 4.2, que mostra as curvas de atividade especifica de B-galactosidase ao longo do cultivo,
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vé-se que a atividade especifica maxima de [B-galactosidase nos cultivos de K. marxianus é em
torno de 700U/(mg cél) e ocorre entre 35 e 40 horas de cultivo, coincidindo com a maxima
concentragdo celular. Ja a levedura S. cerevisiae possui atividade especifica de B-galactosidase
aproximadamente 1900U/(mg cél) em 50 horas de cultivo, uma atividade 2,7 vezes maior que a da
levedura selvagem K. marxianus. Este resultado mostra que o objetivo da construgdo de uma
levedura recombinante para a producao de -galactosidase, que € obter uma linhagem de levedura

com grande atividade especifica da enzima, foi atingido.
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Figura 4.2: Comparagdo da producdo especifica de B-galactosidase das leveduras K. marxianus
CBS6556 (Km) e S. cerevisiae BLR030 (Sc) de cultivos em regime batelada (batch) e batelada
alimentada com alimentagao linear (L) e exponencial (E) durante 20 horas (20), 25 horas (25), 35
horas (35) e 50 horas (50), com meio de alimentagdo concentrado duas (2X), trés (3X) ou quatro
vezes (4X).

Contudo, este 6timo resultado de atividade especifica de -galactosidase ¢ prejudicado
quando combinado com o baixo rendimento celular da levedura recombinante. A Figura 4.3 mostra
as curvas de atividade volumétrica de P-galactosidase dos cultivos realizados. Neste grafico
observa-se que a levedura S. cerevisiae atinge maxima atividade volumétrica, 16U/mL, apos 70
horas de cultivo, enquanto que a levedura selvagem K. marxianus atinge 13,5U/mL de atividade
volumétrica de B-galactosidase apos 30 horas de cultivo. Apesar de concentragdes similares de
atividade volumétrica, a diferenca no tempo de cultivo faz com que a produtividade enzimatica
maxima obtida nos cultivos de S. cerevisiae seja 185U/(L.h), no regime de batelada alimentada
com alimentacdo linear crescente durante 50 horas (ver Tabela 3.3.1), enquanto no cultivo de K.

marxianus, em regime de batelada alimentada, com alimentacéo linear crescente durante 25 horas ¢
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soro de queijo trés vezes concentrado, obteve-se uma produtividade enzimatica de 290,9U/(L.h)
(ver Tabela 3.2.2).
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Figura 4.3: Comparagdo da concentragdo volumétrica de [-galactosidase das leveduras K.
marxianus CBS6556 (Km) e S. cerevisiae BLR030 (Sc) de cultivos em regime batelada (batch) e
batelada alimentada com alimentacdo linear (L) e exponencial (E) durante 20 horas (20), 25 horas
(25), 35 horas (35) e 50 horas (50), com meio de alimentagdo concentrado duas (2X), trés (3X) ou
quatro vezes (4X).

Desta forma, apesar da grande atividade especifica de [(-galactosidase da levedura
recombinante S. cerevisiae, seu baixo rendimento celular é prejudicial ao processo como um todo,

tornando o cultivo da levedura selvagem K. marxianus mais eficiente em termos de produtividade

geral.
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5 Conclusoes e Perspectivas

A transferéncia de oxigénio em biorreatores constitui um fator importante a ser estudado
devido a sua influéncia sobre a velocidade de crescimento dos microrganismos, a conversao da
fonte de carbono em biomassa e a producdo de metabdlitos secundarios como o etanol. Desta
maneira, a transferéncia de oxigénio se relaciona de modo tdo importante com a produtividade de
biorreatores, que muitas vezes a velocidade de transferéncia de oxigénio ¢ utilizada como
pardmetro para o escalonamento de processos. Este estudo mostrou que as condi¢des de
transferéncia de oxigénio durante cultivos em batelada possuem influéncia sobre a atividade
especifica de B-galactosidase em Kluyveromyces marxianus. Maiores velocidades de aeragdo e
agitagdo aumentaram o rendimento celular, contudo tiveram influéncia negativa na atividade
especifica de [-galactosidase. Sendo esta uma enzima que ndo participa diretamente do
metabolismo de oxidagdo de substratos, esta relagdo ndo ¢ oObvia. Este trabalho mostra a
importancia do estudo da operagdo de biorreatores, onde uma simples otimizacdo de varidveis de

operacgdo pode ocasionar um ganho na produtividade do processo.

O regime batelada alimentada, utilizando soro de queijo como meio de cultura e meio de
alimentacdo, revelou-se uma tecnologia promissora. Mesmo com as limitagdes ocorridas neste
trabalho, como a dificuldade de transferéncia de oxigénio para a levedura K. marxianus e a falta de
uma instrumentag¢do mais sofisticada que permitisse, por exemplo, medidas on-line de lactose ou
etanol, todos os cultivos em batelada alimentada realizados resultaram em um aumento da
produtividade do biorreator quando comparados aos cultivos em batelada, tanto para a levedura K.

marxianus quanto para a cepa recombinante de Saccharomyces cerevisiae.

Controles de alimentacdo mais sofisticados, em cascata com medidas de oxigénio,
substrato ou etanol, talvez tragam ainda maiores ganhos de produtividade aos cultivos em batelada
alimentada, contudo trazem consigo também maiores custos de instalagdo ¢ manutengdo. Apenas
um estudo detalhado sera capaz de realizar um balango entre o aumento de custo de um processo e

0 seu respectivo ganho de produtividade.

Quanto a levedura K. marxianus, sera interessante estudar qual o resultado de uma
batelada alimentada com soro de queijo e sem limitagdo de oxigénio. Mesmo o oxigénio tendo uma
influéncia negativa na atividade especifica de P-galactosidase, um cultivo onde se conseguisse
manter um suprimento adequado de oxigénio para que a concentracdo deste ndo fique nula pode
gerar uma concentracdo de biomassa significativamente maior que as alcangadas neste trabalho,

aumentando, assim, a produtividade geral do processo. A adicdo de substincias carreadores de
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oxigénio ao meio de cultivo apresenta-se como uma alternativa a ser estudada com vistas a

contornar a dificuldade de uma transferéncia adequada de oxigénio para as células.

A levedura S. cerevisiae constitui-se na primeira escolha quando se fala em produgao de
proteinas recombinantes em eucariotos. E considerada um microrganismo GRAS e seu codigo
genético ja é conhecido. A construgdo de uma levedura S. cerevisiae produtora de -galactosidase
mostrou-se um método eficiente para o aumento da atividade especifica da enzima. Esta maior
atividade deveu-se, sobretudo a integragdo dos genes de interesse no genoma da levedura sob um
promotor forte (CYC-GAL). Contudo, o background genético da levedura escolhida foi o principal
responsavel pela obteng¢do de culturas com baixa concentracao de células, prejudicando o processo
como um todo. A construgdo de uma nova cepa recombinante de S. cerevisiae a partir de uma cepa
selvagem mais adequada ¢ uma alternativa viavel para contornar as dificuldades encontradas neste

trabalho.

Desta forma, como perspectivas de novos estudos baseados neste trabalho, podemos

citar:

e Realizar cultivos em regime batelada alimentada de K. marxianus sem limitagdo de oxigénio
através do uso de instrumentagdo e controle adequados e do uso substincias carreadoras de

oxigénio;

e Construir uma nova levedura recombinante com melhores caracteristicas e testa-la em cultivos

batelada-alimentada;

e Realizar o escalonamento dos processos.
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Abstract

This study was divided in three main laboratory work. Primary, the work aimed at
studying the influence of aeration and agitation on the production of P-galactosidase by
Kluyveromyces marxianus CBS6556 grown in protein hydrolyzed cheese whey. The experiments
were carried out on a 3L bench bioreactor under three different conditions of agitation and aeration:
(I) 500rpm and 3L.min"; (II) 600rpm and 6L.min""; (III) 700rpm and 9L.min"'. This Crabtree
negative yeast showed ethanol production, which is higher at low aeration condition.
B-galactosidase production was shown to be dependent on aeration rates, with best productivity
being achieved at intermediary conditions of agitation and aeration of medium (condition II). In the
bench bioreactors used in this work, the combination of air flow and agitation speed, but not the

type of turbine, showed to be an important factor influencing the volumetric oxygen transfer (K, a).

The next work was to develop simple feeding strategies to obtain high-cell-density
cultures of Kluyveromyces marxianus and to maximize B-galactosidase productivity of the process,
using cheese-whey as batch and feeding medium. Two feeding profiles (linear and exponential),
three feeding times (20, 25 and 35 hours) and three different feeding media concentrations
(cheese-whey concentrated two, three or four times) were tested. Results showed that fed-batch
cultures of K. marxianus in cheese-whey did not achieve high biomass concentrations. However
continuous lactose addition in the culture produced high specific enzyme activity and,
consequently, improved the volumetric activity of P-galactosidase when compared to batch
cultivations. The best fed-batch strategy, which was the feeding of three times concentrated
cheese-whey during 25 hours, resulted in a B-galactosidase productivity of 290.9U/(L.h), which

represents over 50% greater productivity of B-galactosidase compared to batch cultivation.

In order to improve the specific [-galactosidase productivity of the yeast, a
Saccharomyces cerevisiae strain W303 was transformed with two yeast integrating plasmids
containing LAC4 and LAC12 genes that codify [-galactosidase and lactose-permease of
Kluyveromyces lactis respectively. The BLR030 transformant strain was selected due to its growth
and B-galactosidase production capacity. Different culture media based on DCW were tested and
the best (deproteinized cheese whey, yeast extract 1% and peptone 3% (w/v)) was chosen for
bioreactor experiments. Batch and fed-batch experiments with linear ascending feeding profile
during 25 (FB25), 35 (FB35) and 50 (FB50) hours, were performed. FB35 and FB50 presented the
highest B-galactosidase specific activities (around 1800U/g), and also the best productivities
(180U/(L.h)).

80



Anexo |

R Rech

Curriculum Vitae resumido

1. DADOS PESSOAIS

Nome:
Sexo:

Rosane Rech
feminino

Endereco profissional: Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Instituto de Ciéncia e

Tecnologia dos Alimentos, Departamento de Tecnologia dos Alimentos -
UFRGS

Av. Bento Gongalves, 9500 - prédio 43212 - sala 117

Agronomia - Porto Alegre

91505-970, RS - Brasil

Telefone: 51 3166683

E-mail: rrech@ufrgs.br

2. FORMACAO ACADEMICA/TITULACAO

1998

1996 - 1998

1991 - 1995

3. ESTAGIOS

Doutorado em Biologia Celular e Molecular.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

Titulo: Estudo da producgdo de beta-galactosidase por leveduras a partir de soro de
queijo

Orientador: Marco Antonio Zachia Ayub

Mestrado em Engenharia Quimica.

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil
Titulo: Aproveitamento do soro de queijo para a producao de lactase por
Kluyveromyces marxianus, Ano de obtengdo: 1998

Orientador: Marco Anténio Zachia Ayub

Graduagdo em Engenharia Quimica.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre, Brasil

3.1 Bolsas de Iniciagdo Cientifica

1993

Projeto: Otimizacdo do Processo de Redugéo Direta de Minério de Ferro com
Redutor Sélido (Carvio) Através da Injecdo de Vapor d'Agua na Carga - Parte 111
Local: Depto. de Eng. Metaltrgica - UFRGS - POA - RS

Orientador: Anténio C. F. Vilela

Entidade patrocinadora: FAPERGS

81



1993-1994 Projeto: Desfosforagdo Oxidante de Ago Inox com Desenvolvimento de Técnicas

1994

Micrograficas das Escorias

Local: Depto. de Eng. Metaltrgica - UFRGS - POA - RS
Orientador: Antdnio C. F. Vilela

Entidade patrocinadora: CNPq / PROPESQ

Projeto: Transferéncia de Calor e Massa em Meios Porosos Nao-Saturados -
Aplicagdo a Solos que Envolvem Cabos de Poténcia Aterrados

Local: Depto. de Eng. Quimica - UFRGS - POA - RS

Orientador: Ligia S. D. Ferreira

Entidade patrocinadora: CNPq

3.2 Estagios em Empresas

1991

1995

Bioensaios - Analise e Consultoria Ambiental Ltda.

Petroflex - Industria e Comércio S.A.

4. PREMIOS E DISTINCOES

1993

Mengao Honrosa do Concurso Jovem Pesquisador, CNPq

5. EXPERIENCIA PROFISSIONAL OU DIDATICA ANTERIOR:

5.1. Experiéncia didatica

2000 — Atual  Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS

1998

Ensino de Graduagao, Instituto de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos,
Departamento de Tecnologia dos Alimentos.
Disciplinas Ministradas

1. Operagdes Unitarias da Eng de Alimentos 11

2. Operacdes Unitarias da Eng de Alimentos I11

3. Instrumentacdo e Controle da Industria de Alimentos

4. Modelagem e Simulagdo de Processos da Industria de Alimentos

Universidade Federal do Rio Grande do Sul - UFRGS
Ensino de Graduagdo, Instituto de Quimica, Departamento de Fisico-Quimica.
Disciplinas ministradas:

1. Fisico-Quimica II

2. Fisico-Quimica Experimental 11

5.2. Orientacdes concluidas

1

Ana Fabricia de Oliveira Brugos. O Uso de Produtos de Soro de Leite na Industria de
Alimentos e das Diversas Aplica¢des. 2001. Curso Engenharia de Alimentos - Universidade
Federal do Rio Grande do Sul

Thais Ferreira Falcdo. Alternativas Tecnologicas para a Produgdo de Nhoque. 2000. Curso
Engenharia de Alimentos - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

82



3 Daniela Loguercio Céanepa. Avaliagdo da Utilizagdo de Aditivos nas Propriedades
Funcionais da Proteina Texturizada de Soja. 2000. Curso Engenharia de Alimentos -
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

6. ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS EM PERIODICOS

1 RECH, R., CASSINI, C. F., SECCHI, A., AYUB, M. A. Z. Utilization of protein-hydrolyzed
cheese whey for production of B-galactosidase by Kluyveromyces marxianus. Journal of
Industrial Microbiology & biotechnology, v.23, n.2, p.91 - 96, 1999.

2 RECH R, AYUB MAZ. Influence of aeration and agitation rates on the production of -
galactosidase by Kluyveromyces marxianus CBS6556. Brasiliana Archives of Biology and
Technology aceito com modificagdes em 25 de junho de 2002.

3 RECH R, AYUB MAZ. Feeding strategies for fed-batch cultivation of Kluyveromyces
marxianus in cheese-whey. Submetido ao Process Biochemistry em 18 de novembro de
2002.

4 LONGHI LCS, BARRERA PR, RECH R, AYUB MAZ, SECCHI A. A kinetic model for the
Kluyveromyces marxianus growth using cheese whey as substrate. Submetido ao Journal of
Industrial Microbiology & Biotechnology em 2002.

7. RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS
7.1. Trabalhos completos publicados em anais de evento

1 SECCHI A, LONGHI LCS, BARRERA PR, TRIERWEILER JO, RECH R, AYUB MAZ,
FERREIRA LS, SOUZA JR MB. Lactase production from cheese whey by Kluyveromyces
marxianus yeast. Part II: kinetic modeling. Proceedings of ENPROMER 2001 Volume III
(2001), 1843-1848.

2 BARRERA, P. R., LONGHI, L. G. S., RECH, R., AYUB, M. A. Z., SECCHI, A. Modelo
matematico ndo isotérmico de um biorreator experimental para a produgdo de lactase In: IV
Congresso Latino-Americano de Estudantes de Engenharia Quimica, 2000, Mendoza. 2000.

3 RECH, R., CASSINI, C. F., SECCHI, A., AYUB, M. A. Z. Aproveitamento de Soro de
Queijo para a Produgdo de Lactase por Kluyveromyces marxianus In: XXII Congresso
Brasileiro de Engenharia Quimica, 1998, Porto Alegre. Anais do XXII Congresso Brasileiro
de Engenharia Quimica. 1998.

7.2. Trabalhos resumidos publicados em anais de evento

1 TELES, C. D., FRANKEN, N., RECH, R., AYUB, M. A. Z. Estudo da concentracdo da
alimentacdo em cultivos tipo batelada alimentada utilizando soro de queijo como meio de
cultura In: XIV Saldo de Iniciagdo Cientifica, 2002, Porto Alegre. Anais do XIV Saldo de
Iniciagdo Cientifica. 2002.

2 FRANKEN, N., RECH, R., AYUB, M. A. Z. Estudo de fermentagdes tipo batelada

alimentada utilizando soro de queijo como meio de cultura In: XIII Saldo de Iniciagdo
Cientifica, 2002, Porto Alegre. Anais do XIII Salao de Inicia¢ao Cientifica. 2002.

&3



10

11

12

ROSA, D. R., RECH, R., AYUB, M. A. Z. Clonagem do gene LAC4 em Kluyveromyces
marxianus para otimizar a produtividade da enzima beta-galactosidase In: XIII Saldo de
Iniciagdo Cientifica, 2002, Porto Alegre. Anais do XIII Saldo de Iniciagdo Cientifica. 2002.

FRANKEN, N., RECH, R., AYUB, M. A. Z. Otimizagdo da produtividade da enzima
B-galactosidase a partir da selecdo do meio de cultura adequado para o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae recombinante In: XIV Saldo de Inicia¢do Cientifica, 2002, Porto
Alegre. Anais do XIV Saldo de Iniciag@o Cientifica. 2002.

RECH, R., FRANKEN, N., ROSA, D. R., AYUB, M. A. Z. Estudo da fermentagdo tipo
batelada alimentada para a producdo de beta-galactosidase In: III Reunido Anual do
Programa de Pos Graduacdo em Biologia Celular ¢ Molecular, 2001, Porto Alegre. III
Reunido Anual do Programa de P6s Graduagdo em Biologia Celular e Molecular - Livro de
Resumos. 2001.

SCHILLING, A., FRANKEN, N., ROSA, D. R, RECH, R., AYUB, M. A. Z. Estudo da
fermentacdo tipo batelada alimentada para a produgdo de beta-galactosidase por
Kluyveromyces marxianus In: XII Saldo de Iniciagdo Cientifica, 2000, Porto Alegre. Anais
do XII Saldo de Iniciagdo Cientifica. 2000.

RECH, R., FRAZZON, J., AYUB, M. A. Z. Estudo da produg¢do em biorreator de
[B-galactosidase recombinante em Kluyveromyces marxianus In: II Reunido Anual do
Programa de Pos-Graduacdo em Biologia Celular ¢ Molecular - PPGBCM, 2000, Porto
Alegre. Livro de Resumos. 2000.

BARRERA, P. R., LONGHI, L. G. S., SECCHI, A., RECH, R., AYUB, M. A. Z. Modelo
cinético de biorreator para produgio de lactase a partir de soro de queijo com Kluyveromyces
marxianus In: V Congresso Regional de Estudantes de Engenharia Quimica e IV Seminario
de Estudantes de Engenharia Quimica do Mercosul, 2000, Porto Alegre. 2000.

SCHILLING, A., RECH, R., AYUB, M. A. Z. Estudo da produ¢do de [-galactosidase
recombinante em Kluyveromyces marxianus In: XI Saldo de Iniciagao Cientifica, 1999, Porto
Alegre. Anais do XI Saldo de Iniciacdo Cientifica. 1999.

SCHILLING, A., RECH, R., SECCHI, A., AYUB, M. A. Z. Estudo das Condi¢des de
Oxigenagdo do Meio de Cultura na Producdo de Lactase por Kluyveromyces marxianus In: X
Saldo de Iniciagao Cientifica, Porto Alegre. Anais do X Salao de Iniciacdo Cientifica. 1998.

CASSINI, C. F., RECH, R., SECCHI, A., AYUB, M. A. Z. Aproveitamento de Soro de
Queijo para a Producdo de Lactase por Kluyveromyces marxianus para a Industria de
Alimentos In: XIII Congresso Regional de Iniciagdo Cientifica e Tecnoldgica em
Engenharia, 1997, Porto Alegre. Anais do XIII Congresso Regional de Iniciagdo Cientifica e
Tecnolégica em Engenharia. 1997.

RECH, R., CASSINI, C. F., SECCHI, A., AYUB, M. A. Z. Aproveitamento de Soro de
Queijo para a Producdo de Lactase por Kluyveromyces marxianus para a Industria de
Alimentos In: XIX Congresso Brasileiro de Microbiologia, 1997, Rio de Janeiro. Anais do
XIX Congresso Brasileiro de Microbiologia. 1997.

84



13

14

CASSINI, C. F., RECH, R., SECCHI, A., AYUB, M. A. Z. Otimizagdo do Uso de Moinho
Coloidal para a Obtengdo de Extrato de Leveduras In: IX Saldo de Iniciag¢do Cientifica, 1997,
Porto Alegre. Anais do IX Saldo de Iniciag@o Cientifica. 1997.

RECH, R., CALDASSO, L. L., WEBER, J. V. V., VILELA, A. C. F. Otimizagdo do
Tratamento do Residuo Quimico Contendo Mercurio Obtido na Determinagdo de Ferro Total
em Ferro-Esponja In: Otimizacdo do Tratamento do Residuo Quimico Contendo Merctrio
Obtido na Determinagao de Ferro Total em Ferro-Esponja, 1993, Porto Alegre. Anais do V
SIC. 1993.

85



Anexo |1

Cartas de aceite e trabalhos publicados em periddicos durante o periodo do doutorado:

All.1 Artigo publicado em periddico internacional:
Rech R, Cassini CF, Secchi A, Ayub MAZ. Utilization of protein-hydrolyzed cheese whey
for production of B-galactosidase by Kluyveromyces marxianus. Journal of Industrial
Microbiology & Biotechnology (1999) 23, 91-96.

All.2 Trabalho publicado em Anais de Congresso Internacional:
Secchi A, Longhi LCS, Barrera PR, Trierweiler JO, Rech R, Ayub MAZ, Ferreira LS, Souza
Jr MB. Lactase production from cheese whey by Kluyveromyces marxianus yeast. Part II:
kinetic modeling. Proceedings of ENPROMER 2001 Volume IIT (2001), 1843-1848.

All.3 Carta de aceite parcial do artigo em peridédico internacional:
Rech R, Ayub MAZ. Influence of aeration and agitation rates on the production of (-
galactosidase by Kluyveromyces marxianus CBS6556. Brazilian Archives of Biology and
Technology aceito com modificagdes em 25 de junho de 2002.

All.4 Carta de envio do artigo para periodico internacional:
Rech R, Ayub MAZ. Feeding strategies for fed-batch cultivation of Kluyveromyces
marxianus in cheese-whey. Submetido ao Process Biochemistry em 18 de novembro de
2002.

86



