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RESUMO

A Kluyveromyces marxianus ¢ uma levedura considerada ndo-convencional que
produz B-galactosidase, enzima que hidrolisa a lactose em glicose e galactose, e que
apresenta grande aplicabilidade industrial, sendo utilizada, principalmente, na redug¢do do
teor de lactose do leite e seus derivados destinados a pessoas portadoras de intolerancia a
lactose. A producdo de biomassa e de P-galactosidase pela linhagem CBS 6556 de K.
marxianus foi avaliada sob diferentes condi¢des de cultivo. A atividade da enzima [-
galactosidase ndo parece ser diretamente afetada pela taxa de oxigénio dissolvido, sendo
mais importante a fonte de carbono utilizada. Em relag@o a fonte de nitrogénio, o aumento
da atividade enzimdtica foi mais alta em meio contendo fosfato de amoénia, a 34°C
(4517,19 U/mg prot). Todavia, a velocidade especifica de crescimento foi mais alta na
temperatura de 30°C nesta mesma fonte de nitrogénio (u=40h™). O coeficiente de parti¢do
da enzima [-galactosidase produzida em soro de queijo “coalho” foi avaliado em sistema
bifasico aquoso (SBA) polietileno glicol(PEG)/Fosfato de potassio. A parti¢do desta
enzima foi afetado tanto pelo tamanho da cadeia do PEG quanto pela concentra¢do dos
componentes do sistema. O aumento da concentracdo do polimero (de 14% para 19,7%)
demonstrou exercer grande influéncia na particdo da enzima, resultando em inversdo do
coeficiente de particdo (de K=0,008 para K=2,88) quando PEG 3350 foi utilizado para
formar o SBA. A maior seletividade foi encontrada utilizando PEG 3350 (4,96); e a melhor
recuperacdo da atividade enzimatica foi obtida na fase superior do sistema PEG

8000/fosfato de potassio (76%).

Palavras-chave: Kluyveromyces marxianus, P-galactosidase, fosfato de amonia, PEG/sal.

e-mail: bruneska@uol.com.br
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ABSTRACT

Kluyveromyces marxianus is non-conventional yeast that produces [-galactosidase, an
enzyme that convert lactose into glucose and galactose. This enzyme has great industrial
application, being used mainly in the reduction of lactose concentration in milk and
derivates destined to people with lactose intolerance. The production of biomass and [3-
galactosidase by CBS6556 strain for K. marxianus was analyzed under different growth
conditions. The B-galactosidase activity seems not to be affected by the dissolved oxygen
rate, and the carbon source is the most relevant factor for the enzyme activity. Regard to the
nitrogen source, the highest -galactosidase activity was found in ammonia phosphate, at
34°C (4517.19U/mg prot). Nevertheless, the highest specific growth rate was obtained in
the same nitrogen source, at 30°C (u=40h"). The partition coefficient of the pB-
galactosidase, produced in “coalho” cheese whey, was analyzed by aqueous two-phase
system polyethylene glycol (PEG)/potassium phosphate. The partition behaviour was
influenced by PEG chain length as much as concentration of the components in the system.
The increase of polymer concentration (from 14% to 19.7%) showed to affect the -
galactosidase partition, resulting in the inversion of the partition coefficient (from K=0.008
to K=2.88) when PEG3350 was used in the system. The highest selectivity was also
observed with PEG3350 (4.96), and the best enzyme recovery was obtained in the bottom
phase of PEG8000/potassium phosphate system.

Key words: Kluyveromyces marxianus, B-galactosidase, ammonia phosphate, PEG/salt.

e-mail: bruneska@uol.com.br
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INTRODUCAO

As leveduras sd3o microrganismos de grande importancia econdmica e
biotecnologica e tém sido cada vez mais exploradas, tanto em pesquisas cientificas quanto
em aplicagdes industriais. O crescente interesse pelas leveduras ¢ devido as diversas
vantagens genéticas e fisioldgicas desses microrganismos, que possibilitam, por exemplo, a
utilizagdo de residuos industriais como meio de cultivo para a produgdo de diversos
componentes, como biomassa, enzimas e proteinas heterologas.

Kluyveromyces marxianus é uma levedura considerada nao-convencional que tem
sido cada vez mais estudada devido a sua capacidade de utilizar a lactose como fonte de
carbono, actcar presente no soro de queijo, residuo proveniente das indudstrias queijeiras.
Para tanto, K. marxianus produz uma enzima denominada B-galactosidase, que hidrolisa
lactose a glicose e galactose; e apresenta grande aplicabilidade nas industrias alimenticia e
farmacéutica, principalmente relacionada ao processamento de alimento para redugdo do
teor de lactose e ao desenvolvimento de sistemas terapéuticos para melhoria da qualidade
de vida dos portadores de intolerancia a lactose. Entretanto, para que a B-galactosidase
produzida pela K. marxianus deva ser utilizada industrialmente, faz-se necessério estudos
quanto a forma mais adequada de producdo, separacdo e recuperagdo desta enzima.

O presente trabalho visa aumentar o conhecimento sobre a utilizagdo da K.
marxianus para a producdo de biomassa e [-galactosidase, em diferentes condigcdes de
cultivo, utilizando diferentes fontes de carbono e nitrogénio, bem como avaliar a
potencialidade do sistema bifasico aquoso do tipo PEG/fosfato de potassio para separagdo

desta enzima.
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CAPITULO I - REVISAO DA LITERATURA

1.1. LEVEDURAS

As leveduras s3o microrganismos que fazem parte do Phylum Ascomycota,
dependem do carbono organico como fonte de energia e podem ser saprdbios ou parasitas,
encontrando-se normalmente associados a vegetais, insetos, himus ou qualquer outro

substrato fornecedor de actcar (Phaff, 1990; Alexopolous ef al., 1996).

As leveduras se apresentam como organismos unicelulares durante a fase
vegetativa, podendo ou ndo formar esporos durante a fase sexuada. Na fase assexuada, ou
vegetativa, as células se reproduzem através de divisdes mitoticas em processos
denominados brotamento multilateral ou fissdo, na qual a célula-filha se desprende do
corpo da célula-mde deixando uma cicatriz circular ou ovalada na superficie da célula
(Phaff, 1990). A fase sexuada ocorre por esporulagdo e conjugacdo, envolvendo mitose e
meiose. As leveduras se mantém no ciclo vegetativo até que condigdes de estresse se
estabelecam, o que as leva a iniciarem um ciclo de vida meiotico (Castrilho-Valavicius et

al., 1992).

O ciclo de vida meidtico das leveduras da classe Ascomycetes é caracterizado pela
formagdo de quatro células hapldides, denominadas ascosporos, contidos dentro de uma

estrutura denominada asco. Dentre as quatro células geradas, dois apresentam marca de
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acasalamento do tipo a, e dois do tipo a, fatores estes determinados pelo locus MAT
(Nasmyth & Shore, 1987). A conjugagdo das células de leveduras s6 pode ocorrer entre
células de diferentes marcas de acasalamento (Castrilho-Valavicius et al., 1992; Walker,
1998). Em linhagens selvagens, pode ocorrer a interconversdo de células heterotalicas,
processo no qual uma célula do tipo a torna-se a, e vice-versa. Este fendmeno ocorre por
conversdo génica, no qual genes silenciosos para expressdo de marca de acasalamento,
localizados nos loci HMR e HML, sao transferidos para o locus de expressdo MAT
(Nasmyth & Shore, 1987). As linhagens de laboratério sdo geralmente homotalicas, nas
quais uma mutag@o no gene HO impede a interconversdo e as células haploides mantém um

unico sinal de acasalamento.

As leveduras possuem um genoma com poucos introns e seqiiéncias repetidas,
chegando ao maximo de 15.000 kb de comprimento (Oliver, 1996). Estes organismos
possuem varios cromossomos lineares compostos por uma cadeia de DNA associada as
histonas (Perez-Ortin et al., 1989). A Saccharomyces cerevisiae (Figura 1), levedura
considerada modelo de estudo, teve seu genoma completamente seqiienciado em 1996, no
qual 633 cientistas da Europa, Japdo e Estados Unidos descreveram mais de 12 milhdes de
pares de bases do genoma da levedura e mais de 6400 genes distribuidos em 16

cromossomos (Oliver, 1996).
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura
de células de Saccharomyces cerevisiae
(chem.ch.huji.ac.il/~eugeniik/biofuel/biofuel_cel
1s2_2.html)

As leveduras apresentam caracteristicas vantajosas para produgdo de proteinas
heterdlogas, uma vez que podem secretar para o meio varias proteinas em sua forma
biologicamente ativa, fator que facilita a purificacdo; além de poderem promover
modificagdes pds-traducionais, necessarias para a 6tima atividade e estabilidade, como o

processo de glicosilagdo (Hensing, 1995).

Sua biomassa apresenta composi¢ao rica em aminoacidos sulfurados e vitaminas do
complexo B, tiamina, riboflavina, biotina, niacina, acido pantoténico, piridoxina, acido
folico, entre outros. Apresenta baixos niveis de acidos nucléicos (9,7%), elevada taxa de
crescimento, capacidade de utilizar grande variedade de substratos, baixo risco de
contaminagdo, auséncia de toxinas e grande quantidade de cinzas, o que caracteriza maior
constituicdo mineral e fornecimento de célcio, magnésio, sddio e ferro (Anupama &

Ravinda, 2000).
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Algumas leveduras como S. cerevisiae, Kluyveromyces lactis € K. marxianus sao
consideradas GRAS (Generally Recognized as Safe) pelo FDA (Food and Drug
Administration) (van der Berg et al., 1990), o que possibilita seu uso em diferentes areas,
das quais se pode citar a industria de fermentacdo (vinhos, cerveja, etanol e pao), a industria
farmacéutica (vacinas, probidtico, hormdnios e fatores sangiiineos), a industria quimica
(enzimas, pigmentos, acidulantes de alimentos e redutores quimicos), além das pesquisas
fundamentais (biologia celular, bioquimica, genética e biologia molecular), das pesquisas
biomédicas (metabolismo de drogas, doengas humanas genéticas, cancer e AIDS), e da
tecnologia ambiental (biorremediagdo, utilizacdo de subprodutos industriais, controle
bioldgico e bioabsor¢do de metais) (Hensing ef al., 1995; Walker, 1998; Belém & Lee,

1998).

1.1.1. KLUYVEROMYCES

O género Kluyveromyces ¢ composto por espécies de leveduras homotalicas,
dipléides, com alto polimorfismo intra-especifico, podendo o niimero de cromossomos
variar de 06 a 12, sendo 08 em sua maioria (Belloch et al., 1998). Este género compartilha
da mesma classificacdo da S. cerevisiae ao nivel de Sub-familia (Tabela 1). Pode ser
encontrado em diversos habitats, tais como: grdo de Kefir, leite cru, uma variedade de
queijos (Roquefort, Camembert, Cheddar, mussarela de bufala, Gruyére e Beaufort), néctar,
polen, insetos, solo (Rohm et al., 1992; Roostita & Fleet, 1996a,b; Spencer & Spencer,

1997; Suzzi et al., 2000; Beresford ez al., 2001).
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Tabela 1. Classificagdo da levedura Kluyveromyces
marxianus, segundo Kendrick, 1992.

Reino Fungi

Filo Dicaryomycota

Subfilo Ascomycotina

Classe Saccharomycetes

Ordem Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Kluyveromyces

Espécie Kluyveromyces marxianus

Fisiologicamente, a K/uyveromyces é classificada como fermentativa facultativa do
tipo Crabtree-negativa, ou seja, ndo desenvolve fermentacdo alcodlica sob condigdes
aerdbicas, mesmo na presenca de excesso de glicose, o que constitui uma vantagem
biotecnologica em termos de produg¢do de biomassa (Walker, 1998). Entretanto, pode
ocorrer uma ma regulagdo do metabolismo respiro-fermentativo, resultando na formagao de
etanol e outros metabolitos em condigdes aerdbicas, fendmeno ja observado em algumas

linhagens de K. marxianus (van Dijken et al., 1993).

Em condig¢des de limitacdo de agicar em quimiostato aerado, as leveduras Crabtree-
negativas apresentam carreadores de glicose de alta afinidade, do tipo “profon/sugar
symport”. Seu sistema de transporte de agucar ¢ dependente de energia, o que resulta em

maior consumo de agticar € menor agucar residual quando comparada a leveduras Crabtree-
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positiva, como S. cerevisiae (van Utk et al., 1989; van Dijken ef al., 1993; Walker, 1998).
E capaz de gerar maior biomassa em processos fermentativos quando comparada as
Crabtree-positivas, na qual cada molécula de piruvato que ¢ descarboxilada e reduzida a

etanol ndo estd mais disponivel para o ciclo do acido citrico (Breunig ef al., 2000).

Os conhecimentos acumulados pela utilizacdo industrial da Kluyveromyces na
producdo de biomassa alimentar e enzimas diversas confirmam que esse género tem uma
capacidade de producdo maior que a S. cerevisiae, 0 que torna esta levedura uma excelente
candidata a produgdo de proteinas heterdlogas de interesse industrial (Laloux ef al.., 1991).

Varios genes ja foram clonados em Kluyveromyces (Tabela 2).

Tabela 2. Proteinas heterdlogas secretadas por diferentes espécies de Kluyveromyces.

Proteina heterologa Promotor Referéncia
a-galactosidase GAL7 Bergkamp et al., 1993
Lisozima humana GAL7 Rossolini et al., 1992

Albumina humana PGK, LAC4  Fleeretal., 1991

Proquimosina bovina  LAC4 Van der Berg, 1990
a-galactosidase INUI Rouwenhorst et al., 1988
o-amilase Nat Strasser et al., 1989

K. lactis ¢ a espécie mais estudada do género, entretanto, K. marxianus constitui uma

espécie superior do ponto de vista fisioldgico (Rouwenhorst, 1990; Belém & Lee, 1998).
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1.1.2. KLUYVEROMYCES MARXIANUS

A K. marxianus (Hansen) Van der Walt (1971) (Figura 2) € uma levedura encontrada
em graos de kefir, que sdo utilizados para producdo de uma bebida com o mesmo nome,
muito popular na Asia; na qual esta levedura ¢é responsavel pela producio do etanol e gés
carbonico que contribuem para sabor e aroma caracteristicos da bebida (Belém & Lee,
1998). Esta levedura foi primeiramente descrita com o nome de S. marxianus em 1888, e
varios sindnimos podem ser encontrados — S. kefir, S. fragilis, K. fragilis, entre outros, mas
em 1971 Van der Walt & Johannsen atribuiram-lhe o nome de K. marxianus (Kreger avn

Rij, 1984).

Figura 2. Microscopia Optica de
fluorescéncia de células de Kluyveromyces
marxianus (gentilmente cedida pela Ms.
Yasodhara Lacerda — Depto. de
Genética/UFPE).

K. marxianus apresenta, adicionalmente, caracteristicas ideais para utiliza¢do
industrial, tais como: curto tempo de geracdo em glicose, alta taxa de crescimento,
possibilidade de cultivo em temperaturas elevadas (40 a 45°C) e na faixa de pH entre 2,6 e

6,0 (Kreger-van Rij, 1984; Rouwenhorst et al., 1988; Basabe et al., 1996). E capaz de
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assimilar inulina, mas ¢ a tUnica espécie do género que ndo assimila ou fermenta o-
glicosideos como a maltose (Belloch ef al., 1998). Utiliza uma grande variedade de
acucares como fonte de carbono (Tabela 3) como lactose e frutanas, mediante a produgdo
de lactase e inulinase; além de poder converter glicose, sacarose, lactose e celulose a etanol
em temperaturas entre 40 — 50°C sob condi¢des especiais de cultivo (Grootwassing &

Fleming, 1980; Kreger-van Rij, 1984; Baron ef al., 1995).

Tabela 3. Fontes de carbono assimiladas pela Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces
marxianus € Saccharomyces cerevisiae.

Fonte de Carbono K. marxianus K. lactis S. cerevisiae
Acido citrico \Y - \
Celobiose + + -
D-ribose \ - -
D-xilose + \Y -
Inositol - - -
Lactose + + -
L-arabinose + - -
Maltose - \Y \Y
Rafinose + \Y \
Sacarose + \Y +
Trealose - + \

Legenda: (+) positivo, (-) negativo, (v) variavel.Fonte: Kreger-van Rij, 1984.

Hensing e colaboradores (1994) obtiveram uma alta taxa especifica de crescimento

da K. marxianus (Uma= 0.86h™) a 40°C em meio definido suplementado com sacarose
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como fonte de carbono; uma vantagem industrial particularmente interessante que permite a

reduc¢do dos custos de resfriamento durante uma fermentagdo em larga escala.

A K. marxianus tem apresentado capacidade de crescer em diversos residuos
bioldgicos. O melago ¢ um substrato de baixo custo, rico em sacarose, que pode ser
utilizado para cultivo da K. marxianus visando a produgdo de [B-galactosidase, enzima
normalmente produzida em meio contendo lactose ou galactose como agucares indutores
(Furlan ef al., 2000). Suntornsuk (2000) utilizou a K. marxianus para producdo de biomassa
a partir de salmoura de alface, residuo da industria de pickles, rico em cloreto de sodio e

acido lactico.

Essa levedura tem sido indicada para a producdo de proteina celular, enzimas,
biomassa e etanol a partir do cultivo em soro de queijo, um sub-produto poluente da
industria de lacticinios rico em lactose (Maiorella & Castillo, 1984; Duvnjak et al., 1987;
Moresi et al., 1989; van der Berg ef al., 1990; Ghaly et al., 1993; Castillo & Ugalde, 1993;
Ferrari et al., 1994; Belem & Lee, 1998). A suplementagdo do soro de queijo com extrato
de levedura permitiu um aumento no rendimento em biomassa de culturas de K. marxianus,
o que ndo foi observado quando uréia foi utilizada na suplementacdo deste substrato

(Sonawat et al., 1981; Rech et al.,1999).

Apesar da K. marxianus ser um dos microrganismos mais utilizados para reducio da
lactose do soro de queijo, e conseqiiente para producdo de [-galactosidase, algumas
diferengas metabolicas podem ser observadas entre linhagens desta espécie. Sob as mesmas
condi¢des de cultivo, a linhagem CBS 6556 foi descrita como sendo capaz de consumir

todo o agucar do soro de queijo “in natura” (70g/L), enquanto que a CBS712 nio

10
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apresentou o mesmo rendimento (Rech ef al., 1999). O melhor desempenho de diferentes
linhagens desta espécie, tanto para produgdo de biomassa quanto para a produgdo de [3-
galactosidase, foi verificado em pH 5,5, entretanto ainda ndo h4 consenso sobre a melhor
temperatura de crescimento que pode ser entre 30 e 37°C, a qual estd diretamente

relacionado com as demais condigdes de cultivo (Furlan ez al., 1995; Belloch et al., 1998;

Rech et al., 1999).

Em processos experimentais utilizando a K. marxianus para producdo de pao, esta
levedura apresentou capacidade similar de aumento do volume da massa, quando
comparada a massa “magra” produzida com S. cerevisiae, a levedura padrao no processo de
panificacdo. O volume da massa de pao ainda pode ser aumentado, se a esta massa for
adicionado sacarose, lactose ou soro de leite. Nos testes realizados em laboratério ndo foi
detectada diferenga entre o sabor do pao feito com S. cerevisiae e K. marxianus (Caballero

et al., 1995).

Esta levedura pode também ser utilizada como complemento alimentar, atuando
como probidtico, em ragdo para aves, bovinos e suinos. Sua biomassa celular, que pode ser
gerada pela fermentag@o de substratos alternativos de baixo custo, pode suprir estas ragdes
com “fatores de crescimento”, reduzindo os custos com a suplementacdo vitaminica (Ghaly
& Singh, 1989). Industrialmente, K. marxianus tem sido utilizada ha alguns anos para
producdo em larga escala de “Single Cell Protein” (SCP) — material protéico proveniente de
células de microrganismos desidratadas, utilizados em alimentos destinados ao consumo -
humano ou animal - nos Estados Unidos a partir de soro de queijo pela Amber

Laboratories, Wisconsin (Bailey & Ollis, 1986). Também tem sido aplicada para

11
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clarificacdo de sucos de frutas, devido a sua alta atividade pectinolitica (Schwan et al.,

1997).

Apesar de sua genética ainda ser pouco conhecida, varios genes de interesse
biotecnologico da K. marxianus ja foram clonados, tais como: inulinase (Laloux et al.,
1991), B-glucosidase (Raynal ef al., 1987), endo-poligalacturonase (Siekstele ez al., 1999),
LEU2 - B-isopropilmalate desidrogenase - (Bergkamp et al., 1991) e URA3 - orotidine-5'-
fosfato descarboxilase - (Bergkamp et al., 1993), entre outros. Também tem se mostrado
bastante eficiente na expressdo de proteinas heterdlogas, como exemplo, a produgdo e
secrecdo de proquimosina bovina e da a-galactosidase de Cyamopisis tetragonoloba (Van

der Berg ef al., 1990; Romanos et al., 1992; Bergkamp et al., 1993).

1.2. METABOLISMO DOS CARBOIDRATOS

1.2.1. GLICOSE

A glicose € o agtcar primario do metabolismo dos carboidratos em quase todos os
microrganismos (Figura 3), e tanto a concentragdo intracelular quanto a extracelular
constituem um sinal de ativagdo do sistema de repressdo de diversos genes e vias

metabolicas (Meijer et al., 1998).

Para que seja metabolizada, a glicose deve ser internalizada por proteinas

transportadoras que s@o codificadas pelos genes da familia HXT, e que apresentam diferentes

12



Martins DBG Produgao de p-galactosidase...

afinidades pela glicose, sendo expressos em diferentes etapas do crescimento celular em meio
contendo glicose como fonte de carbono (Walsh et al, 1996; Boles & Hollenberg, 1997;

Kruckeberg et al., 1998; Carlson, 1998).

6(@H,0H

Figura 3. Desenho esquematico da
estrutura molecular da D-glicose.

O gene SNF3 tem sua expressdo reprimida por glicose e sua proteina atua como um
sensor para a baixa concentra¢do extracelular do agucar, regulando a expressdo dos genes
HXT (Bisson et al., 1993; Kruckeberg et al.,, 1998). Entretanto, o gene RG72, que codifica
uma proteina de membrana de alta homologia com a proteina Snf3, apresenta uma expressao
constitutiva, e ¢ sensivel a altas concentracdes de glicose no meio (Carlson, 1998;
Kruckeberg et al.,, 1998). A proteina Gal2, expressa a partir de um promotor constitutivo,
pode transportar a glicose e galactose, com afinidades semelhantes (K, = ~ 2 mM) (Ozcan &

Johnston, 1999).

Apos a entrada de glicose na célula através destes carreadores especificos, em processo

que ndo requer energia, o agucar ¢ fosforilado por quinases glicoliticas, como Hxk1p, Hxk2p

13
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e Glklp. Entretanto, quando cultivadas em meio contendo altas concentragdes de glicose
como fonte de carbono (cerca de 2%), as células apresentam um sistema de baixa afinidade
ao carboidrato, sendo este constitutivo e independente da fosforilagdo (Walker, 1998). Na
regulacdo do gene da invertase SUC2, a concentragdo extracelular de glicose acima de 18mM
leva a repressdo do sistema, enquanto que concentracdes abaixo de 14 mM sdo consideradas

desrepressivas (Meijer ef al., 1998).

Na K. lactis, existem dois sistemas de assimilagdo de glicose: um constitutivo, com alta
afinidade para glicose (K, = <1 mM); e outro induzivel por glicose, com baixa afinidade para
o aglicar (K, = 20 a 50 mM) (Ozcan & Johnston, 1999). Apenas trés genes foram
identificados como responsaveis pelo transporte de glicose em K. lactis: RAGI, KHT2 ¢
HGTI. O gene RAGI codifica uma proteina transportadora de baixa afinidade, sendo
necessario para o crescimento em altas concentragdes de glicose e frutose, com sua
transcricdo induzida por alta concentracdo de glicose, frutose, manose e rafinose.
Adicionalmente, a galactose e a lactose também podem induzir sua expressdo, apesar de nao
serem substratos da Raglp. O gene KHT2 também codifica uma proteina transportadora de
baixa afinidade para glicose, e sua transcri¢do ¢ induzida em mais de quatro vezes por
glicose, independente da concentragdo do agucar. O gene HGTI codifica uma proteina
transportadora de glicose de alta afinidade, sendo necessaria para o crescimento das células
em baixa concentragio de glicose (Ozcan & Johnston, 1999). Nesta levedura, o gene RAG4
apresenta alta homologia aos genes SNF3 e RGT2 de S. cerevisiae, codificando uma proteina
que constitui um sensor de baixa afinidade para glicose, similar as Snf3p e Rgt2p, envolvida

na regulacdo da expressdo do transporte de glicose (Kruckeberg ef al., 1998).

14
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Em K. marxianus, a indugdo ou desrepressdo do sistema de transporte depende da fase
de crescimento em que se encontram as células (van den Broek et al., 1986). A regulagdo
deste sistema pode ocorrer por repressdo catabolica, inativagdo catabdlica ou inducdo. Em
células cultivadas em altas concentracdes de glicose, parece existir apenas um sistema de
transporte deste acucar. Entretanto, quando as células sdo cultivadas em meio com baixa
concentracdo de glicose € possivel observar dois sistemas de transporte para este agucar,
sendo um constitutivo, e outro um “proton/sugar symport”, funcional tanto para a glicose
como para a galactose. Na presenca de glicose durante a fase exponencial, nenhum dos

“proton/sugar symport” esta ativo (de Bruijne ef al., 1988).

1.2.2. GALACTOSE

A molécula de galactose difere da molécula de glicose apenas pela localizagdo
estérica do radical hidroxila (Figura 4), e sua utilizagdo depende de cinco enzimas codificadas
pelos genes GAL (Ostergaard, 2000). O sistema GAL tem sido utilizado como modelo para
estudo da expressdo génica em eucariontes, devido a facil indugdo do mesmo pela galactose e

repressao pela glicose (Nehlin ez al., 1991).

Em Saccharomyces, a galactose € transportada para o interior da célula principalmente
pela galactose permease, codificada pelo gene GAL2 (Ostergaard, 2000). Em K. lactis, Boze
e colaboradores (1987) descreveram trés sistemas de transporte para a galactose: (a) um
transporte ativo, de baixa afinidade e especifico para galactose; (b) um transporte de alta
afinidade por galactose, altamente reprimido por glicose, lactose e acido lactico; e (c) um

transporte de difusdo facilitada. Em K. marxianus, as proteinas transportadoras especificas
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para glicose/galactose, tornam-se ativas apenas no fim da fase estacionaria, indicando que ha

um ativador de transporte nesta fase (de Bruijne et al., 1988).

Figura 4. Desenho esquematico da
estrutura molecular da D-galactose.

Uma vez no interior das células, a galactose ¢ convertida em glicose-6-fosfato pelos
genes da via de Leloir, - GAL2, GALI, GAL7, GAL10 e GALS — trés dos quais dispostos sob
agrupamento génico presente no cromossomo II, como demonstrado na Figura 5 (Riley &

Dickson, 1984; Nehlin ez al., 1991; Cardinali et al., 1997).

| : s
i 0,3cM il 1,5¢cM l'

Cromossomo |l

Figura 5. Desenho esquematico do agrupamento dos genes GAL da via Leloir no cromossomo
II (Riley & Dickson, 1984; Cardinali ef al., 1997).

A galactose intracelular ¢ fosforilada em sua posi¢do 1 pela galactoquinase (Gallp),
gerando a UDP-glicose e a galactose-1-fosfato, sendo esta convertida a glicose-1-fosfato e
UDP-galactose, pela acdo da uridiltransferase (Gal7p). A UDP-galactose ¢ reconvertida a

UDP-glicose pela agdo da epimerase codificada pelo gene GALI(, enquanto que o grupo
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fosfato da glicose-1-fosfato ¢ transferido da posicdo 1 para a posicdo 6 com auxilio da
fosfoglucomutase (Gal5p) (Ostergaard, 2000). A expressdo destes genes € controlada de duas
formas: indug@o por galactose e repressdo por glicose. A ativagdo da transcri¢gdo dos genes
GAL pode ser aumentada em mais de 1000 vezes pela presenga de galactose no meio

(Romanos et al., 1992; Ozcan & Johnston, 1999).

Disfungdes no metabolismo humano da galactose resulta em galactosemia, uma
enfermidade letal de origem autossomica recessiva que afeta 1 em cada 20.000 recém-
nascidos. Mutagdes no gene humano GALT, que codifica a enzima galactose-1-fosfato
uridiltransferase (homologo do gene GAL7 de S. cerevisiae) constitui a causa mais frequente
de galactosemia (American Liver Foundation, 1997). Desta forma, as moléculas de galactose
passam a se acumular tanto em fibroblastos quanto em eritrocitos do organismo de pacientes

portadores desta desordem metabdlica (Schwartz et al., 1956; Miller et al., 1968).

A galactose € um agucar encontrado em residuos como soro de queijo e materiais
lignoceluloliticos, resultando de hidrolises parciais destes ultimos (Ostergaard,
2000). Linhagens de S. cerevisiae t€ém sido modificadas geneticamente para permitir o
crescimento em lactose através da hidrolise deste dissacarideo pela [-galactosidase, e desta
forma se produzir etanol ou biomassa a partir de soro de queijo (Farahnak et al., 1986; Jeong
& Vieth, 1991; Dominques ef al., 1999; Rubio-Teixeira et al., 2001). A lignocelulose, por sua
vez, esta presente em residuos da indistria agucareira, entre outros. E composto por 50% de
celulose, 25% de lignina e 25% de hemicelulose (Pandey et al, 2000). Este ultimo

caracteriza-se por ser um heterosacarideo que contém diferentes mondmeros de carboidratos,
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inclusive de galactose, que pode variar quanto a sua concentragdo de acordo com os

diferentes tipos de fonte da madeira (Ostergaard, 2000).

Diante de tais consideragdes, a K. marxianus se apresenta como uma levedura de
grande potencial de aplica¢do, uma vez que € capaz de crescer em lactose e galactose, com

altas taxa especifica de crescimento (Cardinali ez al., 1997; Martins, 2000).

1.2.3. LACTOSE

A lactose (4-O-B-D-galactopiranosil-D-glicose) ¢ um dissacarideo formado por uma
molécula de glicose e uma de galactose, e esta presente no leite e seus derivados (Figura 6).
Sua utilizagdo depende da ativacdo de um sistema de transporte especifico e da producdo de

B-galactosidase (Castillo, 1990).

CH,0H pid CH, OH

Figura 6. Desenho esquematico da estrutura molecular da
D-Lactose (modificado a partir do site
www.blc.arizona.edu/.../rick/ expression1/inducible.html).

Uma das propriedades que distingue o género Kluyveromyces do Saccharomyces ¢é a
habilidade do primeiro em usar a lactose como fonte de carbono e energia. Este fato se deve a

presenca de genes como LACI2 e LAC4, que codificam, respectivamente, a lactose permease
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— responsavel pelo transporte da lactose para dentro da célula — e a B-galactosidase — que

hidrolisa a lactose gerando glicose e galactose (Sheetz & Dickson, 1981; Riley et al., 1984).

No processo de utilizagdo da lactose como fonte de carbono, algumas leveduras
precisam hidrolisar o agtcar e transportar os dissacarideos gerados através da membrana
plasmatica. Baseado neste conceito hé trés grupos distintos de linhagens de K. marxianus
para utilizacdo da lactose. As linhagens pertencentes ao grupo I apresentam atividade
extracelular de [(-galactosidase, fermentam lactose, galactose e glicose, e estes agucares
entram nas células por difusdo facilitada. As linhagens do grupo II t€m capacidade de
fermentar apenas glicose e galactose, as quais sdo transportadas por mecanismos
“proton/sugar symport’, apos hidrdlise da lactose pela atividade extracelular de -
galactosidase. O grupo III engloba a maioria das linhagens testadas, sendo capazes de
fermentar a lactose e seus subprodutos. Nas células pertencentes a este grupo, a lactose ¢
transportada provavelmente por um “proton/sugar symport” que esta sujeito a repressdo por
glicose, enquanto que o transporte de galactose e glicose poderia ocorrer tanto por
“proton/sugar symport” quanto por difusdo facilitada (Carvalho-Silva & Spencer-
Martins,1990). Todavia, em linhagens do grupo III, o transporte de lactose pode ocorrer por
intermédio de uma permease especifica; e na auséncia deste, o sistema de transporte da
galactose pode também transportar lactose suficiente para permitir o crescimento celular

(Dickson & Barr, 1983).

O regulon GAL/LAC em Kluyveromyces constitui um conjunto de genes que codificam

as enzimas necessarias para o metabolismo da galactose e da lactose. Este sistema genético ¢
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semelhante ao regulon GAL/MEL de S. cerevisiae (Godeck et al.,1991). O metabolismo da
lactose ¢ controlado ao nivel transcricional, e co-regulado pelos genes GAL responsaveis pela
metabolizagdo da galactose (Breunig et al, 2000). Sete sdo os genes que atuam neste
metabolismo: LAC4 (Sheetz & Dickson, 1981), LACI2 (Sreekrishna & Dickson, 1985),
LACS, LACS, LACY (Sheetz & Dickson, 1980), LAC10 (Dickson et al., 1981) e LACII
(Riley & Dickson, 1984). Uma vez hidrolisada a lactose, a galactose liberada segue sua via de
metaboliza¢do, idéntico nas leveduras Saccharomyces e Kluyveromyces, de forma que os
genes que codificam as enzimas da via de Leloir em S. cerevisiae, GALI, GAL7 ¢ GALI10,
apresentam a mesma organizacdo estrutural em K. /actis, correspondendo aos genes LACI 1,
LACS, e LACS, respectivamente (Godeck et al.,1991; Riley & Dickson, 1984). Estes genes,
juntamente com LAC4 e LACI12, sdo regulados pelos produtos dos genes LACHKIGAL4) e

KIGALSO.

A repressdo do regulon GAL/LAC por glicose ¢ dependente da linhagem de
Kluyveromyces utilizada, de forma que a reducdo da atividade [-galactosidase pode ser
observada em até 100 vezes. Tem sido proposta a divisdo das linhagens at¢ o momento
estudadas em trés grupos de acordo com o nivel de repressdo por glicose: (1) linhagens que
sdo fortemente reprimidas por glicose, cerca de 50 a 100 vezes, (2) linhagens que sdo
levemente reprimidas por glicose, cerca de 2 vezes e (3) linhagens que praticamente ndo sao
reprimidas pela presenga de glicose no meio. A diferenca na forma de repressdo das
linhagens ja testadas pode estar relacionada ao gene LACY, que codifica uma proteina
indutora do gene LAC4. (Breunig, 1988; Kuzhandaivelu et al.,1992). Este fator de repressao e

indugdo esta relacionado ao promotor. Em K. /actis o promotor mais estudado corresponde ao
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do gene LAC4, que codifica a B-galactosidase, o qual pode ser induzido em até 100 vezes
pela presengca de lactose ou galactose no meio (Sheetz & Dickson, 1981). Apesar da
regulacdo destes genes ser semelhante a dos genes GAL de S. cerevisiae, ha diferengas
significativas uma vez que os genes GAL de K. lactis, incluindo o LAC4, ndo apresentam

repressao total por glicose (Romanos e al., 1992).

Quando comparada a S. cerevisiae, a K. lactis apresenta maior velocidade de
crescimento em galactose, sendo a concentragdo de galactose intracelular a responséavel pela
indu¢do do regulon LAC/GAL (Cardinali et al, 1997), o que constitui uma vantagem

industrial desta levedura.

1.3. METABOLISMO DOS COMPOSTOS NITROGENADOS

O nitrogénio ¢ um dos nutrientes essenciais para o crescimento de microrganismos. A
fonte de nitrogénio administrada numa dieta em animais ¢ normalmente degradada a amonia
ou glutamato, e convertida a glutamato e glutamina, metabdlitos doadores do radical amino
em reagdes de sintese para a formag@o de aminoacidos e acidos nucléicos. Estas duas etapas,
conversdo da fonte de nitrogénio e sintese de compostos nitrogenados sdo de extrema
importancia para o crescimento dos microrganismos (Wiame et al., 1995). Em plantas e
microrganismos a principal fonte de nitrogénio € constituida por sais de amonia (Magazanik e

Kaiser, 2002). Em leveduras, fontes de nitrogénio como amonia, asparagina e glutamina
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propiciam alta taxa de crescimento, sendo preferenciais em relagdo a uréia ou prolina.
Entretanto, o crescimento pode ser maior em meio contendo glutamato que em amoénia

(Cooper, 1982).

Na década de 60, Hierholzer & Holzer fizeram as primeiras observagdes sobre a
regulacdo do nitrogénio na levedura S. cerevisiae, demonstrando que os niveis intracelulares
de glutamato desidrogenase dependente de NAD (GDH - E.C. 1.4.1.2) e glutamina sintetase
(GS -E.C. 6.3.1.2) eram muito baixos em células crescidas em meio contendo amonia,
glutamina, ou asparagina quando comparadas aos valores obtidos em células cultivadas em
glutamato ou aspartato como fonte de carbono. Desta forma, verificou-se que a via
metabolica da enzima glutamato desidrogenase dependente de NADPH (E.C. 1.4.14) é a

principal rota de assimilacdo de amonia nesta levedura (Magazanik, 1992).

A via GS-GOGAT (glutamina sintase-glutamato sintase) constitui a principal via de
assimilacdo de amonia em plantas. Ja na bactéria Klebsiella aerogenes, esta via esta ativa
apenas em baixas concentragdes de amonia, sendo substituida pela via do GDH quando a
amonia encontra-se em excesso no meio. Nas leveduras Candida sp. € Schizosaccharomyces
sp. (Tempest et al., 1970; Meers et al., 1970; Mifflin et al., 1980; Holmes et al., 1989; Barel
& MacDonald, 1993) e K. lactis (Valenzuela et al., 1995) a via GS-GOGAT ¢ a principal rota
de assimilagdo de amonia, sem, entretanto, estar relacionada com a concentragdo extracelular

de amonia.
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1.3.1. AMONIA

Em S. cerevisiae, existem duas vias principais de conversdo do nitrogénio, ou dos
compostos nitrogenados. Primeiro, o nitrogénio deve ser convertido em glutamato e
glutamina (Figura 7). Na segunda parte, o glutamato e a glutamina sdo utilizados para a

biossintese dos outros compostos organicos nitrogenados.

Ureia Prolina <«—— Arginina

Acetil CoA ¥ \ /

CIT1
Oxaloacetato Citrato NH4 NADPH NADP* NH4 ATP ADP +P

ACO1

Isomtrato
GLN1
\[ DH1 2 GDH1 \

o-Cetoglutarato Glutamato Glutamina

GDH2 GLT1
o-Cetoglutarato

+ NADH NAD* NADH

Aminoacidos Aminoacidos,
Purinas, Pirimidinas

Figura 7. Desenho esquematico do metabolismo central do nitrogénio em Saccharomyces
cerevisiae (modificado a partir de Magasanik & Kaiser, 2002).

A principal via de utilizagdo da amonia em S. cerevisiae é através da reagdo catalisada
pela glutamato desidrogenase NADP'-dependente, codificada pelo gene GDHI (o-
cetoglutarato + NADPH + NH;" — glutamato + NADP") e o glutamato ¢ posteriormente

convertido a glutamina pela agdo da glutamina sintase (GS) (glutamato + ATP — glutamina
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+ ADP). Se as condi¢des de cultivo favorecem apenas a formagdo de glutamato, amonia
intracelular é liberada pela acdo da glutamato desidrogenase NAD-dependente, codificada
pelo gene GDH? (glutamato + NAD" — NH;" + a-cetoglutarato + NADH). Glutamato
também pode ser formado pela agdo da glutamato sintase (GOGAT) (glutamina + o-
cetoglutarato + NADH — 2 glutamato + NAD") (Magasanik, 1992). Quando a concentragéo
de amonia excede 5 mM, células de S. cerevisiae utilizam a via GDH, enquanto que
concentragdes mais baixas induzem a atividade da via GS-GOGAT. Células de K. lactis
parecem utilizar principalmente a via GS-GOGAT como principal via de biossintese de
glutamato (Valenzuela et al., 1995; Romero et al., 2000), em oposi¢ao a S. cerevisiae. Esta
via é energeticamente desfavoravel, pois consome ATP. Entretanto pode estar relacionada
com a manutencdo do equilibrio redox na oxida¢do de NADH produzido pela glicolise, uma
vez que a fermentagdo alcoolica ndo ocorre nesta levedura em condi¢des de suprimento de

oxigénio.

A mudanga de expressdo de GDHI para GDH2 durante o cultivo ocorre devido a
alteragcdo na fonte de nitrogénio, quando a glutamina ¢ substituida por glutamato (Miller &
Magazanik, 1991). Glutamato e glutamina sdo os produtos finais da via de assimila¢do de
nitrogénio, ¢ podem ser encontrados nas formula¢des dos meios de cultura contendo

Bactopeptona comercial (Magasanik & Kaiser, 2002).

Células de S. cerevisiae cultivadas em amonia apresentam menor velocidade de
crescimento com maior produgdo de glicerol, enquanto na presenca de aminoacidos esta

velocidade ¢ aumentada com conseqiiente diminuigdo na produgdo de glicerol. A glutamina ¢
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o principal metabdlito intermedidrio para a regulagdo do metabolismo do nitrogénio.
Entretanto, o excesso de glutamina, assim como amdnia, em culturas em batelada resulta em

repressdo do metabolismo do nitrogénio, ao contrario do glutamato (Albers, 1996).

O controle da expressdo dos genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio da-
se, provavelmente, pela ativagdo do gene URE?2 devido a alta concentragdo de glutamina
intracelular, observada em células cultivadas em amodnia, glutamina ou asparagina. Este
gene codifica uma proteina repressora que, juntamente com o produto do gene GLN3,
regula a sintese de GS em resposta a fonte de nitrogénio para ajustar a concentracdo
intracelular de amoénia de forma que a glutamina se mantenha em nivel considerado 6timo

pela célula para o crescimento (Courchesne & Magasanik, 1988).

1.3.2. UREIA

A uréia ¢ formada por duas moléculas de amonia e uma de didxido de carbono, sendo
degradada pela via da alantoina-uréia. A uréia pode ser transportada para o interior da
célula por dois tipos de transporte. O primeiro, com alta afinidade, requer a presenca de
glicose e leva a um aumento de 200 vezes na concentragdo de uréia no interior da célula,

sendo induzido pela presenc¢a de alofanato e oxalurato.

O transporte por difusdo facilitada, ndo sujeito a repressao por nitrogénio, ¢ induzido
quando a concentragdo de uréia é maior que SmM (Cooper, 1982). Uma vez no interior da
célula, a uréia é carboxilada e posteriormente hidrolisada para produzir duas moléculas de

amonia e duas de dioxido de carbono (Figura 8) (Wiame et al., 1985).
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Uréia

(extracelular)

durd l durd

Uréia
(Intracelular)

ATP . Co.,  yréia carboxilase
l (dur1)

Ac. alofanico

Alofanato hidrolase
(dur2)

Uréia amidolase
(enzima bifuncional)

2NH, 2CO,

Figura 8. Esquema da via de degradacdo da alantoina-uréia em
Saccharomyces cerevisiae (modificado a partir de Wiame et al.,
1985).

1.3.3. GLUTAMATO

Em culturas de S. cerevisiae contendo glutamato como fonte de nitrogénio, os niveis
de glutamato desidrogenase dependente de NAD' e glutamina sintetase sio bem maiores
que os valores observados nos cultivos contendo prolina ou glutamina, uma vez que esta
ultima produz glutamina a partir da amodnia gerada pela enzima glutamato desidrogenase

dependente de NAD" (Magasanik, 1992; ter Schure et al., 1996).
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Zeeman et al. (1999) observaram que para K. lactis a taxa especifica de
crescimento, em meio minimo contendo glicose como fonte de carbono, foi mais alta em

glutamato (0,57h™") do que em aménia (0,40h™") ou nos demais amino4cidos.

1.4. A ENZIMA B-GALACTOSIDASE

A B-galactosidase (B-D-galactoside galactohidrolase, E.C. 3.2.1.23) (Figura 09) ¢
uma enzima que apresenta varios sinénimos como: lactase, [-D-galactoside, [B-D-
lactosidase, galactohydrolase, beta-D-galactanase, além de alguns nomes comerciais
(Maxilact, Hydrolact, Lactozym, Oryzatym, Sumiklat). Foi primeiramente descrita por
Beijerinck em 1889 em células de S. kefyr e S. tyrocola (Rouwenhorst et al., 1989). E capaz
de converter a lactose, através da hidrolise da extremidade ndo-redutora da galactose, pode
utilizar  B-D-galactosideos, a-D-fucosideos e p-D-glicosideos como substrato

(http://www.genome.ad.jp/dbget-bin/www_bget?ec:3.2.1.23). A lactose estd presente no

leite e seus derivados; e pode fazer parte da composi¢do de doces, confeitados, paes e
molhos por fornecer boa textura ao produto, além de servir como ligante da 4gua ao
corante; sendo trés vezes menos doce que a sacarose e 50% menos que a glicose (Vesa et

al., 2000).
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Figura 09. Estrutura 3D da molécula de B-

galactosidase da Escherichia coli.
(http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/pdbsum/1
jz3/main.html).

Esta enzima tem aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéutica, estando
principalmente ligada ao desenvolvimento de produtos que propiciem a melhoria da

qualidade de vida dos portadores de intolerancia a lactose.

A hipolactasia ou intolerancia a lactose ¢ um problema de digestibilidade da lactose
devido a deficiéncia da enzima lactase-florizin hidrolase (homologa a [-galactosidase) que
hidrolisa o agticar do leite, e normalmente estd presente e ativa na por¢ao inicial do intestino,
denominada jejuno. Esta doenga pode ser congénita, determinada por um gene autossdomico
recessivo; ou adquirida devido a processos como gastroesterectomia, redug¢do do intestino ou
doengas como colites ou inflamagdo intestinal, onde ha um comprometimento do epitélio
intestinal (Enattah et al., 2002). Sua incidéncia ¢ muito alta em paises asiaticos (chegando a

100% em alguns destes), entre negros dos Estados Unidos (80%), sicilianos e mexicanos
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residentes nos Estados Unidos (70%) e entre os sul-americanos e africanos (50%) (Vesa et
al., 2000). No Brasil, dados da Unifesp-SP (2002) indicam que 70% dos brasileiros sofrem

desta doenca, apesar de 60% dos casos serem assintomaticos.

Na industria alimenticia, muitos alimentos, como leite, queijo, sorvetes, bebidas lacteas
e iogurte sdo submetidos aos processos de reducdo do teor de lactose para permitir seu
consumo por pessoas portadoras de hipolactasia. Tais processos podem ser realizados por
hidrolise acida, porém, fatores como a desnaturacdo das proteinas, a formagao de bioprodutos
indesejaveis, a necessidade de etapas adicionais de desmineralizagdo e descoloragio aliada ao
alto custo de construcdo de uma planta piloto resistente a condigdes de estresse quimico
fazem com este método seja substituido pelo método enzimatico. Neste processo, a enzima
soluvel ou imobilizada ¢ utilizada para hidrolisar a lactose, sem que haja necessidade de
etapas adicionais ao processo € com possibilidade de re-utilizagdo do reator no caso das
enzimas ligadas aos suportes insoluveis (Gekas & Lopez-Leiva, 1985). Esta tecnologia
também ¢ utilizada para redu¢do dos niveis de lactose do doce-de-leite, prevenindo a

cristalizagdo do produto gerada ela baixa solubilidade da lactose (Santos et al., 1998).

Os microrganismos se apresentam como otimas fontes de [3-galactosidase e podem ser
utilizados para produgdo desta enzima sob diferentes condi¢des de cultivo (Geka & Lopez-
Leiva, 1985). Microrganismos como Neurospora crassa, Sclerotina sclerotium, Bacillus
stearothermophilus, Thermus aquaticus, Rhizomucor sp., Penicillium simplicissimum tém
sido estudados quanto as suas potencialidades de utilizagdo industrial para producdo de B-

galactosidase (Geka & Lopez-Leiva, 1985; Shaikh ef al.,, 1997). A maioria das lactases
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comercializadas pela SIGMA-Aldrich Co. (USA) sdo derivadas de Aspergillus oryzae, K.

lactis e K. marxianus.

Esta enzima ¢ normalmente produzida através do cultivo da Kluyveromyces na
presenca de lactose ou galactose, agucares indutores da producdo desta enzima, sendo a
taxa de conversdo da lactose dependente da concentracdo do substrato (Santos et al., 1998;
Martins et al., 2002). Em K. lactis, esta enzima ¢ composta por mondmeros de 124kDa,
com peso molecular variando entre 130 e 440 kDa. Pode ser encontrada ativa em sua forma
dimérica e tetramérica, estando este fator relacionado as condigdes de extracdo da enzima

(Becerra et al., 1998).

O soro de queijo € um sub-produto da industria queijeira ¢ um poluente ambiental em
potencial, responsavel pela alta demanda quimica e bioquimica de oxigénio (DQO e DBO) de
cerca de 40g/L devido a alta concentragdo de lactose (aproximadamente 5%). Esta
caracteristica faz do soro de queijo um residuo que pode ser utilizado como substrato para
producdo da [-galactosidase e demais produtos de interesse biotecnoldgico pela
Kluyveromyces, com conseqliente reducdo do descarte do soro de queijo in natura, ¢ da

polui¢do ambiental (Berruga et al., 1997; Belém & Lee, 1998).

Varios grupos de pesquisa tém buscado as melhores condigdes de utilizagao do soro de
queijo para produgdo de biomassa, enzimas e etanol. Para producdo de -galactosidase, tem
sido relatado na literatura que altas concentra¢des de lactose e galactose no meio de cultura
podem reprimir a produgdo da enzima (Dickson e Markin, 1980; Castillo, 1990; Martins et

al., 2002). Em K. lactis, a presenga de 1 a 2 mM de lactose no meio de cultura pode induzir a

30



Martins DBG Produgao de p-galactosidase...

atividade [-galactosidase ao nivel maximo quando as células sdo pré-cultivadas em glicerol
como fonte de carbono. Segundo Dickson & Markin (1980), a B-galactosidase de K. lactis
apresenta uma regulag@o por glicose do tipo repressdo catabolica transiente, na qual células
pré-cultivadas neste agucar apresentam uma fase /ag antes de alcancarem a taxa diferencial
maxima para a sintese da [-galactosidase quando submetidas ao cultivo em lactose.
Entretanto, nesta levedura a glicose ndo é capaz de impedir a captagdo ou utilizagdo da
lactose pelas células, como também nao ha consumo preferencial de glicose em relagdo a
lactose como fonte de carbono (Dickson & Markin, 1980). O periodo transiente ¢
acompanhado pelo acumulo inicial da lactose, havendo uma queda da populagdo celular
devido a indugdo do transporte de lactose e das enzimas catabdlicas (Dickson & Barr, 1983;
Inchaurrondo e al., 1998). Quando a concentracdo de lactose extracelular se encontra em
S5mM, a biomassa apresenta uma reducdo, enquanto a lactose ¢ acumulada (Inchaurrondo et

al., 1998).

A B-galactosidase produzida por Kluyveromyces é geralmente mais estavel em pH
neutro, sendo mais indicada para utilizagdo em soros de queijo doces, enquanto que a enzima
produzida por Aspergillus niger ¢ mais utilizada em soros acidos, com pH entre 3,5 e 4,5
(Santos et al, 1998). Além disto, a [B-galactosidase proveniente de leveduras ¢ mais
termolabil que as fungicas e bacterianas, com a enzima proveniente de células de
Kluyveromyces permeabilizadas ou imobilizadas apresentando estabilidade térmica até 52°C
(Tomaska et al.., 1995). Em K. marxianus, a atividade da [-galactosidase ¢ maior a 37°C,
mas ocorre uma grande redugdo quando incubada a 40°C. Entretanto, esta enzima mantém

40% de sua atividade sob a temperatura de 4°C (Brandy et al., 1995; Rech et al., 1999).
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1.5. PROCESSO DE EXTRACAO LiQUIDO-LiQUIDO DE BIOMOLECULAS

A maioria das técnicas de separagdo utilizadas em processos bioquimicos industriais
para isolamento e recuperagdo de enzimas sdo altamente dependentes do tamanho da
particula, como ¢ o caso da filtracdo e centrifugacdo (Kula et al., 1982; Castro & Cabral;
1988). A extragdo liquido-liquido ¢ um procedimento j4 utilizado industrialmente, na qual
ocorre a separagdo dos componentes em solucdo pela sua distribui¢do entre duas fases
liquidas imisciveis (Hatton, 1985; Kennedy & Cabral, 1993). Este processo apresenta
vantagens como facil escalonamento, facil manipulagdo e baixo custo de montagem, nio
envolvendo equipamentos mais sofisticados. A possibilidade de uso de componentes
atoxicos, passiveis de esterilizagdo, com capacidade de formar emulsdes estaveis com o
material bioldgico e imisciveis em agua sdo fatores que influenciam na escolha do melhor
método de extracdo liquido-liquido. A utilizagdo do sistema bifasico aquoso possibilitou a
solucdo de alguns problemas decorrentes do uso de solventes organicos e ao efeito
desnaturante destes compostos em uma fase organica no processamento de bioprodutos

sensiveis (Albertsson, 1986; Matiassonn et al., 1987; Cabral et al., 1993).

1.5.1. SISTEMA BIFASICO AQUOSO

A extracdo liquido-liquido utilizando o sistema de duas fases aquosas foi
primeiramente descrito pelo microbiologista Beijerinck (1896) para formacdo de duas fases
quando gelatina, agar e agua eram misturadas em determinadas concentragdes. Entretanto,

este procedimento s6 ganhou aten¢do nos anos 50, quando Per-Aka Albertsson utilizou o
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polietileno glicol (PEG) e fosfato de potassio ou dextrana para formagdo de sistemas de
duas fases na presenca de dgua, iniciando o histdrico de utilizagcdo dos sistemas bifasicos
aquosos (SBA) PEG/sal e PEG/Dextrana para estudos analiticos e purificagdo de
biomoléculas (Albertsson, 1986; Diamond et al., 1992).

O PEG ¢ um homopolimero ndo i6nico e hidrofilico, constituido por repeticoes de
residuos de etileno ligados por um atomo de oxigénio [HO-(HH,CH,O)N-CH, CH,OH]
(Ribeiro, 2000). Apresenta amplas utilizagdes industriais, sendo encontrado na composigdo
de produtos farmacéuticos e cosméticos. Em procedimentos bioquimicos, o PEG ¢ utilizado
para formagdo de sistemas de extragdo liquido-liquido e para precipitagdo de
biomacromoléculas, uma importante etapa do processo de cristalografia que permite o
estudo da estrutura molecular das proteinas a partir de cristais (Albertsson, 1986; Abbott et
al., 1991; McPherson, 1999).

Os sistemas de duas fases aquosas sdo normalmente formados por uma solucio
aquosa de dois polimeros hidrofilicos ou de um polimero e uma solucdo de sais. Acima da
concentragdo critica destes componentes ocorre espontaneamente a separacdo das duas
fases, com predominio de um dos componentes em cada fase (Albertsson, 1986).

Cada SBA ¢ caracterizado por um unico diagrama de fases, que contém a
composicdo das fases em equilibrio para o sistema e auxiliam no desenvolvimento de
modelos termodinamicos (Diamond & Hsu, 1992; Zaslavsky, 1995). Um diagrama de fases
¢ apresentado na Figura 10, na qual a concentragdo do componente A (que pode ser um sal)
¢ grafado na abscissa e a concentragdo do componente B (um polimero) na ordenada;
ambos expressos em percentual (massa/massa). A linha curva que separa as duas areas ¢

chamada de binodal, acima da qual todas as misturas representadas apresentam duas fases,
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enquanto que as misturas abaixo desta linha apresentam-se homogéneas (Zaslavsky, 1995).
A linha que une dois pontos acima da binodal denomina-se linha de amarragédo (“tie-line”),
e qualquer ponto sobre esta linha resulta num sistema em que as fases t€ém a mesma
composicdo, embora apresentem volumes diferentes. O comprimento da “tie-line” (AB e
AC) depende da concentracdo total do sistema, e a medida que o comprimento diminui
(CB>C'B"), o sistema aproxima-se do ponto critico (K), o ponto na binodal em que os

volumes e composi¢des das fases tornam-se teoricamente iguais (Ribeiro, 2000).

Componente B % (m/m)

Componente A % (m/m)

Figura 10. Diagrama de fases de um sistema bifasico aquoso com o
componente A e o componente B, em percentual (massa/massa) (modificado a
partir de Oliveira et al., 2002).

Diferentes “tie-lines” resultam em sistemas de diferentes composigdes em cada fase.

A composi¢do dos sistemas pode ser facilmente caracterizada pelo comprimento da “tie-
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line”, uma vez que sistemas que compartilham a mesma “tie-line” tem uma mesma

composicdo na fase superior e inferior, e apresentam comportamento de parti¢do similar

(Walter, 1985).

Este diagrama de fases pode ser influenciado por vérios fatores, tais como:

7
°

Massa molar dos polimeros, na qual com o aumento da massa molar hd uma
reducdo na concentracdo deste polimero para que haja separagdo das fases
(Diamond & Hsu, 1992);

Hidrofobicidade do polimero, na qual usualmente quanto maior a
hidrofobicidade entre dois polimeros que compdem o sistema, menor a
concentragdo de polimero necessaria para que ocorra a separagdo das fases
(Albertsson, 1986);

Tipo de sal utilizado nos sistemas polimero/sal. Neste sistema, quanto maior
a carga do anion, menor a concentragdo de sal necessaria para formar as
fases. Adicionalmente, anions multivalentes, como o fosfato, sdo mais
eficazes para formar o SBA do que sais monovalentes como a hidroxila
(PO4'3 > citrato > SO, > OH") (Ananthapadmanabhan & Goddard, 1986);
Tempo de separagdo das fases, que varia consideravelmente para os
diferentes sistemas (5 a 30 min para sistemas PEG/sal ou PEG/Dextrana, e 1
a 6 horas para sistemas Ficoll/Dextrana), de acordo com a diferenga de
densidade, a viscosidade. Este tempo ¢ mais longo quando a concentragdo
dos polimeros estd mais préxima do ponto critico (K), devido a pequena
diferenca de densidade, ou mais distante quando a concentragdo dos

polimero e a viscosidade sdo altas, de forma que composicdes
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intermedidrias favorecem separag¢do de fases em menor tempo (Albertsson,
1986);

% Temperatura, que pode variar de acordo com o tipo de sistema utilizado.
Sistemas PEG/sal formam fases mais facilmente em temperaturas mais
altas, enquanto que nos sistemas PEG/Dextrana a separacdo das fases ¢
melhor obtida em baixa temperatura (Diamond & Hsu, 1992; Zaslavsky,
1995).

Ambas as fases de um sistema bifasico aquoso sdo caracterizadas pela grande
quantidade de agua (80 - 90%), com ambas as densidades proximas a 1. A diferenca de
densidade entre as fases € maior em sistemas PEG/fosfato (0,04 — 0,01) do que em sistemas
PEG/Dextrana (0,02 — 0,07). A tensdo interfacial também ¢ baixa nestes sistemas, sendo
menor a medida que a composi¢ao do sistema se aproxima do ponto critico (Kula, 1985).
Demais vantagens como facil escalonamento a partir de experimentos laboratoriais; rapida
transferéncia de massa e equilibrio com baixo gasto de energia; possibilidade de utilizagdo
em processos continuos; separagdo seletiva e rapida; e possibilidade de utilizagdo em
temperatura ambiente torna o SBA um procedimento cada vez mais estudado e aplicado

para separacgdo de biomoléculas (Albertsson, 1986).

1.5.2. PARTICAO DE BIOMOLECULAS

A particdo de biomoléculas em sistema bifasico aquoso tem sido aplicado as células

de plantas e animais, organelas celulares, membranas, enzimas, DNA, entre outros (Kim &

Yoo, 1991; Strdansky et al., 1994; Ramirez et al., 2002; Kepka et al., 2004). O coeficiente
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de parti¢do de uma substancia soluvel ¢ caracterizado pela sua distribui¢@o entre as fases do
sistema bifasico aquoso, sendo utilizado para quantificar o grau de separag@o encontrado no

processo de extragdo, e ¢ definida pela equagdo:

K Cs
Ci
sendo Cs e C; as concentracdes de equilibrio dos componentes particionados nas fases
superior e inferior, respectivamente (Blazquez et al., 2001). Quando particulas solidas sdo
adicionadas ao sistema, como células e organelas, a interface do sistema também deve ser
considerada, uma vez que a mesma adsorve quantidades significativas de material
(Albertsson, 1986).

As caracteristicas de particdo dependem das propriedades de superficie da
biomolécula a ser separada. Aspectos como massa molar, forma, tamanho; hidrofobicidade
e sitios especificos de ligagdo presentes na superficie da molécula afetam o comportamento
de particdo, porém a carga da superficie do material bioldégico é o fator de maior
significancia para particdo (Walter, 1977; Brooks et al., 1985). Alteracdo nas condi¢des dos
sistemas, como pH, forga i6nica, massa molar e tipo de polimero pode levar a alteragdo no
coeficiente de particdo de uma biomolécula (Chaves et al., 2002).

Em sistemas do tipo PEG/sal, a particdo do material bioldgico € fortemente
influenciada pela concentragdo do sal, o que pode ser atribuido aos efeitos do “salting-out”,
que depende do tipo de sal utilizado no sistema (Kula ez al., 1982; Kim, 1986). O efeito do
sal na particdo da biomolécula é causado pela distribui¢do ndo-homogenia dos ions de sal
nas duas fases, o que resulta em uma diferenca de potencial elétrico entre a fase superior e

inferior. Este efeito resulta, geralmente, numa fase superior mais densa e rica em PEG,
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enquanto que a fase inferior torna-se menos densa, negativamente carregada e rica em sal
(Bandyopadhyay, 1987; Han & Lee, 1997). Desta forma, biomoléculas carregadas
negativamente em pH neutro normalmente migram para a fase superior, € o coeficiente de
parti¢do tende a aumentar em torno do pH 7,0 quando a concentragdo dos ions fosfato num
sistema PEG/fosfato ¢ aumentada (Albertsson, 1986). Normalmente, o aumento da “tie-
line” nestes sistemas promove a transferéncia das proteinas da fase rica em sal (inferior)
para a fase rica em PEG (superior), ¢ caso a solubilidade das proteinas nesta fase nao seja
suficientemente elevada, deverd ocorrer precipitagdo destas na interface (Kim, 1986).

O sistema bifasico aquoso tem sido utilizado para parti¢do de substancias soliveis e
particulas insoluveis (Tabela 4), permitindo estudos de analiticos e estruturais, além da

separagdo e recuperagdo das biomoléculas de interesse.

Tabela 4. Exemplos de biomoléculas separadas em sistema bifasico aquoso.

Biomoléculas Sistema Referéncias
B-glucosidase PEG/Dextrana Johansson & Reczey, 1998
o-amilase PEG/Dextrana Kim & Yoo, 1991
Celulase PEG/Dextrana Ulger & Saglam, 2001

' PEG/Fosfato Kuboi et al., 1995
[-galactosidase

PEG/Reppal Chen & Hang, 1991
Proteinas do soro Alves et al., 2000
PEG/sal
Wu et al., 2001

Pectinases PEG/Fosfato Lima et al., 2002
Células de K. marxianus  PEG/Dextrana Strdansky et al., 1994
DNA plasmidial PEG/Dextrana Kepka et al., 2004
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Resumo

A producdo de PB-galactosidase pela levedura Kluyveromyces marxianus CBS6556
foi analisada utilizando diferentes fontes de carbono. A atividade especifica da f3-
galactosidase foi 1,95 e 1,7 vezes maior em meio contendo apenas galactose
(1375,40U/A600nm) quando comparada a atividade da enzima em meio glicose/galactose
(827,69U/Agoonm) ou glicose/lactose (703,18U/Asoonm), respectivamente. O mesmo
comportamento pode ser constatado para formagao de biomassa, com redugdo de 3,4 vezes
para concentracdo celular em meio de glicose/galactose e 2,4 vezes maiores para

glicose/lactose.

Introduciao

A Kluyveromyces marxianus é uma levedura da mesma familia da Saccharomyces,
mas que difere desta, pode assimilar e fermentar lactose como fonte de carbono (Kreger-
van Rij, 1984). Esta levedura é considerada GRAS (“Generally Regarded As Safe”) pelo
FDA (“Food and Drug Administration”), o que significa que pode ser utilizada para
producdo de bioprodutos para consumo animal e humano, tais como biomassa e enzimas
(Bailey & Ollis, 1986; Van der Berg et al., 1990).

A B-galactosidase (lactase, E.C. 3.2.1.23) € uma enzima intracelular que catalisa a
hidrdlise da lactose em glicose e galactose, permitindo desta forma o crescimento da
maioria das espécies de Kluyveromyces em substratos que contenham lactose (Sheetz &

Dickson, 1980; Sheetz & Dickson, 1981). Esta enzima tem aplicagio na industria
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alimenticia e farmacéutica, onde ¢ utilizada para obtencdo de produtos com baixo teor de
lactose e na fabricagdo de medicamentos destinados a pessoas que tem intolerancia a
lactose (Gekas & Lopez-Leiva, 1985; Vesa et al., 2000). A utilizagdo de linhagens de K.
marxianus na produgdo desta enzima tem sido analisada mediante varias condi¢des de
cultivo, principalmente utilizando diferentes fontes de carbono. As células de K. marxianus
tétm a capacidade de crescer em uma variedade de substratos muito maior quando
comparada a S. cerevisiae, ¢ desta forma ser empregada em sua forma selvagem para
produgdo de biomassa e proteina em diferentes meios de cultivo (Rouwenhorst et al., 1988;
Hensing et al., 1994). A producdo da enzima [(3-galactosidase pela Kluyveromyces tem sido
descrita por diversos autores, sob diferentes condigdes de cultivo; inclusive utilizando
diversos residuos industriais (Fiedurek & Szczodrak, 1994; Nor et al., 1994; Inchaurrondo
et al., 1994; Rech et al., 1999; Furlan et al., 2000; Martins et al., 2002). Entretanto, pouca
atencdo tem sido dado aos cultivos contendo fontes de carbono mistas, aspecto muito
comum em residuos industriais. Neste artigo, a produ¢do de biomassa e de -galactosidase
pela K. marxianus CBS6556 foi avaliada, utilizando substrato carbonado misto em cultivo

em batelada.

Materiais e Métodos

Linhagem e meio de manuten¢do: a linhagem CBS6556 de Kluyveromyces marxianus,

obtida do Centraalbureau voor Schimmelcultures — Holanda, foi utilizada para produgéo de
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biomassa e [-galactosidase. A linhagem foi mantida em meio rico YPL [peptona 2% (p/v),
extrato de levedura 1% (p/v) e D-lactose 2% (p/v)] a 4°C.

Condigoes de cultivo: o meio de cultivo foi composto (em p/v) de: 0,5 g/l de peptona; 1,5
g/l de extrato de levedura; 2,0 g/l de sulfato de amoénia. O pH inicial do meio foi ajustado
para 6,0 e a D-Lactose, D-Glicose e D-Galactose foram utilizadas como fonte de carbono,
simples ou mistas, para uma concentragdo final de 10 g/l (p/v), na qual para os substratos
mistos foi utilizada 5 g/l (p/v) de cada actcar. O cultivo em batelada foi realizado em
fermentador LH Fermentation 502D (LH Engineering Co. Ltd, Stoke Poges, UK) a 30°C e
400 rpm de agitagdo controlada, para 1 litro de meio de cultivo. Células de K. marxianus
foram coletadas, a partir do meio YPL solido, com auxilio de uma alga e transferidas para
um Erlenmeyer de 250 ml contendo 50 ml de meio de cultivo. Os frascos foram incubados
por 16 h a 30°C e sob agitacdo constante de 200 rpm. Apos este periodo, o contetido do
frasco foi transferido para o bioreator contendo 950ml do mesmo meio de cultivo; a partir
do qual foi acompanhado o crescimento da CBS6556 a 28°C e 400rpm de agita¢do
constante, sem controle de pH ou oxigénio dissolvido.

Determinagdo da biomassa: o crescimento celular foi acompanhado por espectrofotometria
a 600 nm, e os valores convertido em biomassa seca (g/l) por utilizando uma equagao
gerada a partir de uma correlacdo linear prévia.

Determinacdo da atividade enzimdtica: a atividade enzimatica foi realizada como descrita

por Ausubel et al. (1989). A atividade da enzima B-galactosidase foi correlacionada com a

densidade 6ptica a 600nm das células homogeneizadas em tampao Z.
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Resultados e Discussio

Producdo de Biomassa

A linhagem CBS6556 de K. marxianus foi cultivada em batelada nos meios
complexos contendo galactose, glicose/galactose e glicose/lactose. Na Tabela 1 pode-se
observar que as velocidades especificas de crescimento foram similares nos meios
utilizados. Entretanto, a produgdo de biomassa foi maior em meio contendo apenas
galactose como fonte de carbono, com valores 3,4 e 2,4 vezes maior que os observados para
glicose/galactose e glicose/lactose, respectivamente. Quando células de leveduras sdo pré-
cultivas em determinadas condic¢des e, sdo subitamente expostas a diferentes condigdes de
incubacdo pode ocorrer um aumento da fase /ag do crescimento celular (Pirt, 1975). O
periodo de incubacdo de 16 horas da CBS6556 em meio misto pode ter resultado na
mudanca do metabolismo de assimilagdo de agucar para permitir o consumo da segunda
fonte de carbono disponivel. No cultivo em meio contendo glicose/galactose, a glicose foi
inicialmente consumida durante a fase exponencial e, apenas no inicio da fase estacionaria
a galactose passou a ser metabolizada, verificado pela inducdo da atividade enzimatica
nesta mesma fase. Desta forma, a exposi¢ao das células ao mesmo meio de cultivo resultou
em aumento da fase /ag, permitindo a adaptag@o celular a presenca de glicose, e reduzindo
a biomassa formada. Este fato foi anteriormente descrito para células de K. /actis cultivadas
em diferentes fontes de carbono. Células pré-cultivadas em glicose quando expostas a

galactose apresentaram K, = 10mM para o sistema de transporte deste actcar, enquanto
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que as células pré-crescidas em galactose apresentaram menor constante de afinidade para

transporte da galactose K;,, = 1,2 (Boze et al., 1987).

Produgao de p-galactosidase

A producdo de B-galactosidase foi maior quando a galactose foi utilizada como
fonte de carbono, chegando a 1375U/Agoonm, que representa um aumento maximo de 3,4
vezes do valor inicial de atividade apds 8 horas de cultivo (Tabela 1). Para os meios de
cultivo contendo glicose, o aumento maximo da atividade foi de 1,2 vezes para
glicose/lactose e 1,5 vezes para glicose/galactose, em um tempo de incubagdo de mais de
10 horas. Em todos os casos, a atividade da enzima diminuiu nas primeiras horas de cultivo
(Figuras 1 a 3), como observado anteriormente por Martins et al. (2002) para atividade da
B-galactosidase em células cultivadas em frasco aerado contendo meio definido com
galactose. Esta resposta de diminuicdo na atividade enzimatica devido as altas
concentragdes do agtcar indutor ja foi descrita para a Kluyveromyces (Castillo, 1990;
Martins et al., 2002).

A variagdo da atividade enzimatica no meio contendo galactose (Figura 1) obedeceu
ao mesmo padrdo descrito anteriormente para cultivo da linhagem CBS6556 de K.
marxianus em frasco, na qual a atividade -galactosidase mostrou-se flutuante ao longo do
tempo de cultivo, como descrito por alguns autores para outras linhagens de K. marxianus
e C. pseudotropicalis quando cultivadas em lactose (Pedriqué & Castillo, 1982; Barberis &

Segovia, 1997; Rech et al., 1999; Martins et al., 2002). O mecanismo que leva a atividade
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desta enzima se apresentar de forma continua ou flutuante ainda nao foi completamente
elucidado, e pode estar relacionado com a regulagdo das enzimas das diferentes vias
metabolicas, como a glicdlise e a via de Leloir.

Por outro lado, a reducdo da atividade inicial da [-galactosidase observada nos
meios de cultivo contendo duas fontes de carbono esta relacionada tanto a alta concentragdo
de agticar no meio, quanto ao tipo de agucar inicialmente metabolizado pela levedura. Neste
caso, o consumo inicial de glicose resulta na reducdo gradativa da atividade enzimatica,
como demonstrado por Martins et al. (2002), sendo retomada com o inicio da
metabolizagdo dos agucares indutores da producdo da enzima (Figuras 2 e 3). A variag¢do na
concentragdo de oxigénio dissolvido no meio parece ndo influenciar na producgdo
enzimatica. Isto ficou evidenciado pelos resultados obtidos nos cultivos contendo o agticar
indutor mais glicose (Figuras 2 e 3). Nos cultivos em glicose/galactose, um aumento na
atividade enzimatica em 10 horas de incubagdo foi observado mesmo quando a
concentragdo de oxigénio dissolvido foi baixa (Figura 2). Ja4 para os cultivos em
glicose/lactose, o aumento na concentragdo de oxigénio dissolvido promovido pelo
aumento da aeracdo ndo foi acompanhado pelo aumento na atividade enzimética durante as
primeiras seis horas de incubagdo (Figura 3). Desta forma, a concentragdo de oxigénio
dissolvido (COD) no meio parece ndo influenciar na producdo da [B-galactosidase pela
linhagem CBS6556 de K. marxianus, assim como observado em cultivos de K. fragilis
NRRL-Y1109 (sin. K marxianus) em lactose por Barberis & Segovia (1997). Em tais
estudos o controle da concentragdo de oxigénio dissolvido em 30% ndo resultou em

variagdo na atividade [B-galactosidase em relagdo aos cultivos sem controle de COD
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(Barberis & Segovia, 1997). Entretanto, estes resultados vao de encontro aos descritos para
células de K. marxianus cultivadas em batelada utilizando melaco e xarope de milho como
substratos, na qual o aumento no coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio
resultou no aumento de 50% da atividade da enzima (Schneider et al., 2001).

Alguns trabalhos ndo tém considerado o possivel efeito da COD para a produgdo de
B-galactosidase por Kluyveromyces (Grubb & Mawson, 1993; Fiedurek & Szczodrak, 1994;
Fiedurek et al., 1996). Os dados apresentados no presente trabalho sugerem que este
parametro ndo deve realmente ser importante para a producdo de [-galactosidase por

células de K. marxianus CBS6556.

Conclusao

Em células de Kluyveromyces marxianus CBS6556, a produg@o de biomassa parece
ser afetada pela presenca de glicose no meio de cultivo. Da mesma forma, a produgdo da f3-
galactosidase teve a sua atividade reduzida na presenca deste aglicar, mesmo na presenga da
galactose ou lactose. Nos cultivos em batelada, ndo ha a necessidade de controle da
concentragdo de oxigénio dissolvido, pelo fato que este parametro ndo exerceu nenhuma
influéncia na producdo da [-galactosidase por células da linhagem CBS6556 de K.

marxianus.
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Figura 1. Perfil de crescimento da Kluyveromyces marxianus CBS6556 em meio contendo

galactose a 28°C e 400rpm. Biomassa [g/] (@)]; atividade B-galactosidase [U/Agoo (@)];

oxigenio dissolvido [% ()] e pH (-). As setas indicam o aumento na aeragao.
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Tabela 1. Parametros de crescimento e atividade enzimatica da linhagem CBS6556 de

Kluyveromyces marxianus cultivada em meio contendo diferentes fontes de carbono em

bioreator de bancada 28°C e 400rpm.

Fonte de carbono max () Xmax (g/1 B-gal (U/Agno) (h)*
Galactose 0,45 2,72 1375,40 (8)
Glicose/galactose 0,44 0,80 827,69 (10)
Glicose/lactose 0,42 1,10 703,18 (11)

*tempo de cultivo no qual foi observada a maior atividade enzimatica.
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RESUMO

Os efeitos da fonte de nitrogénio e da temperatura de cultivo sobre a taxa de
crescimento e a producdo de P-galactosidase pela linhagem CBS6556 de Kluyveromyces
marxianus foram avaliadas. Esta linhagem apresentou maior velocidade especifica de
crescimento a 30°C em meio definido contendo lactose e suplementado com fosfato de
amonia dibasico (p= 0,40 h™") glutamato (p= 0,38 h™") ou uréia (u= 0,33 h™). Os cultivos a
34°C apresentaram velocidades especificas de crescimento semelhantes, em torno de pu=
0,30h™" para todas as fontes testadas. Nesta temperatura, foram obtidos os maiores valores
de atividade da enzima [(3-galactosidase, destacando-se nos cultivos em fosfato de amonia
dibasico (4517,19 U/mg prot) e uréia (2890,52 U/mg prot) apos 12 horas de cultivo em

meio mineral contendo lactose 1%.

INTRODUCAO

B-galactosidase (E.C. 3.2.1.23) ¢ uma enzima de interesse industrial muito utilizada
no processamento de leite e derivados para a redug¢do da concentracdo de lactose,
principalmente dos produtos destinados a pessoas com intolerancia a lactose (1). Também ¢
utilizada na redug¢do da concentragdo de lactose em doce de leite, prevenindo sua
cristalizagdo, uma vez que a lactose apresenta baixa solubilidade (11% p/v a 4°C em agua),

¢ aumentando a dogura do produto, ja que a lactose é duas vezes menos doce que a glicose

(1-3).
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A levedura Kluyveromyces marxianus tem sido considerada uma boa fonte
produtora de B-galactosidase. Esta enzima tem sido utilizada em preparos comerciais e em
processos biotecnologicos, a partir de diferentes formas de cultivo da K. marxianus (4).
Cultivos em batelada, batelada alimentada e cultivos continuos vem sendo otimizados a
partir do ajuste de diversos pardmetros como substratos (fontes de carbono e nitrogénio),
oxigénio, temperatura e pH para permitir maior produg¢do de [-galactosidase por
Kluyveromyces, e desta forma maior rendimento e menor custo de producdo (5-9).

Diversos compostos nitrogenados podem ser utilizados pelas leveduras. Estes
compostos atuam na regulagdo de processos celulares como meiose, esporulagdo,
crescimento morfologico, velocidade de crescimento e glicolise (10-13), bem como podem
aumentar ou reduzir a concentracdo de determinados produtos como biomassa, etanol,
glicerol e outros metabolitos e enzimas de interesse (14). Entretanto, nem todas as fontes de
nitrogénio propiciam um bom crescimento celular (15). A K. marxianus apresenta a
capacidade de utilizar uma variedade de compostos nitrogenados como fonte de nitrogénio
(16). Adicionalmente, esta levedura apresenta a capacidade de crescer em altas
temperaturas, até 40°C, em meio contendo sacarose. Isto representa uma vantagem
industrial, uma vez que reduz os riscos de contaminagdo do cultivo por outros
microrganismos, além de reduzir os custos de resfriamento do bioreator (17, 18).

Neste trabalho, a produ¢do de biomassa e da enzima [3-galactosidase pela linhagem
CBS6556 de K. marxianus foi avaliada, sob diferentes temperaturas de crescimento, em

meio mineral suplementado com lactose e contendo quatro tipos de fonte de nitrogénio.
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MATERIAL E METODOS

Linhagem e meio de manuteng¢do: a linhagem CBS6556 de K. marxianus foi obtida do
Centraalbureau voor Schimmelcultures, Holanda; e foi mantida em estoques congelados a -
80°C em meio YPL [2% (p/v) peptona, 1% (p/v) extrato de levedura, 2% (p/v) lactose]

contendo glicerol 50% (19) na concentrago de 10° cels/ml.

Meio de cultivo: As células foram cultivadas em meio mineral (1,0 g/l de KH,POy; 0,5 g/l
de MgS04.7H,0; 0,1 g/l de NaCl; 0,1 g/l de CaCl,) suplementado com 1 ml/l de solugdo de
aminoacidos (1,0 mg/l de L-histidina; 2,0 mg/l de L-metionina; 2,0 mg/l de L-triptofano), 1
ml/l de solug¢do de vitaminas (2,0 pg/l de biotina; 400,0 ug/l de pantotenato de calcio; 2,0
ng/l de acido félico; 2000,0 pg/l de inositol; 400,0 ng/l de niacina; 200,0 pg/l de acido p—
aminobenzoico; 400,0 pg/l de piridoxina-HCI; 200,0 pg/l de riboflavina; 400,0 pg/l de
tiamina-HCI) e 1 ml/l da solugdo de elementos traco (500,0 pg/l de H;BOs; 40,0 ng/l de
CuS04.5H,0; 100,0 png/l de KI; 200,0 pg/l de FeCl;.6H,O; 400,0 pg/l de MnSO4.H,O;
200,0 pg/l de NaMo0O4.2H,0; 400,0 pg/l de ZnSO4.7H,0). Lactose foi utilizada como
fonte de carbono na concentracdo final de 10 g/l. Glutamato, fosfato de amonia dibasico,
sulfato de amonia e uréia foram utilizados como fonte de nitrogénio na concentracdo final

de 5g/1. Todos os meios foram ajustados para pH 6 com HCI ou NaOH.

Condigoes de cultivo: Frascos de Erlenmeyer contendo 10 ml de meio mineral foram
inoculados com 1 ml da suspensdo de células congeladas e incubados sob agitagao orbital a
180 rpm. Apds 12 horas de cultivo, o volume do frasco foi transferido para um novo frasco

contendo 40ml do mesmo meio de cultivo e incubado sob as condi¢des anteriormente
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mencionadas durante 8 horas. O volume deste novo cultivo foi transferido para um terceiro
frasco contendo 600 ml do mesmo meio para determinacdo do crescimento celular, por
espectofotometria a 600nm, e produgdo de [-galactosidase nas mesmas condigdes de
cultivo. O volume da cultura ndo excedeu 1/5 do volume total em cada frasco. Todos os

cultivos foram realizados em diferentes temperaturas entre 26° C e 42° C.

Preparagdo do extrato celular: as células coletadas foram centrifugadas a 5000 x g por 15
minutos e lavadas em dgua destilada. Apds nova centrifugacdo, as células foram
ressuspensas em 5 ml de tampdo Z (40mM de NaH,PO4.H,0, 60mM de Na,HPO,4.7 H,O0,
ImM de MgS04.7 HO, 10mM de KCI, 50mM de 2-mercaptoetanol), e uma quantidade de
pérolas de vidro (465-600 nm) equivalente a 1 ml foi adicionada a suspensdo celular. As
células foram lisadas a partir de 8 ciclos de 45 segundos alternados entre agitacdo vigorosa
e resfriamento em gelo. O homogeneizado foi centrifugado a 5000 x g por 5 minutes e o
sobrenadante transferido para um novo tubo para determinagio da atividade enzimatica e da

concentragdo de proteina no extrato. Todas as etapas foram realizadas a 4°C.

Atividade enzimdtica: a atividade da enzima [-galactosidase foi determinada como descrita
por Miller (20). Uma unidade de atividade de P-galactosidase ¢ definida como sendo a
quantidade de enzima que hidrolisa 1umol de ONPG por minuto a 30°C e pH 7.0. A
concentragdo de ONP formada foi calculada utilizando o coeficiente de extingdo molar € =
45 x 10> M'em™. A determinagio da concentragio de proteina no extrato celular foi
realizada como descrita por Bradford (21). Os resultados foram expressos em unidades de

enzima por miligrama de proteina no extrato.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito da fonte de nitrogénio e da temperatura na velocidade especifica de crescimento

O efeito da amodnia como fonte de nitrogénio sobre a velocidade especifica de
crescimento da K. marxianus nas formas de sais de sulfato (sulfato de amoénia) e fosfato
(fosfato de amonia dibasico) foi avaliado. Também foram testadas duas fontes de
nitrogénio organicas nas formas de uréia e glutamato. O efeito das diferentes fontes de
nitrogénio foi associado com o cultivo em diferentes temperaturas de crescimento. Os
resultados da Fig. 1 demonstram que os maiores valores de velocidade especifica de
crescimento foram observados na temperatura de 30°C, exceto para os cultivos em sulfato
de amonia. As culturas em fosfato de amonia apresentaram a maior velocidade de
crescimento (u= 0,41 h™), um pouco acima das culturas em glutamato (u= 0,38 h™"). Por
outro lado, as culturas em sulfato de amodnia apresentaram a menor velocidade de
crescimento (u= 0,27 h™). O aumento da temperatura de cultivo promoveu uma redugio
significativa na velocidade de crescimento nas diferentes fontes de nitrogénio, exceto para
os cultivos em uréia que mantiveram valores de velocidade de crescimento acima de p=
0,20 h'l, mesmo em temperaturas até 42°C.

Fiedurek & Szczodrak (5) descreveram que o fosfato de amonia monobésico (0,2%) e
a uréia foram as melhores fontes de nitrogénio para formagdo de biomassa por K. fragilis
(sin. K. marxianus) linhagem 1 a 34°C em meio complexo contendo lactose, apresentando o
dobro da concentragdo celular ap6s 72 horas quando comparado com os cultivos em fosfato

de amonia dibésico ou sulfato de amonia. A uréia ¢ considerada uma fonte de nitrogénio
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ndo-preferencial para células de S. cerevisiae pelo fato de proporcionar menor velocidade
de crescimento em relagdo ao glutamato e a amodnia (22). Entretanto, levando em
consideragdo os resultados de Fiedurek & Szczodrak (54) e aqueles apresentados na Fig. 1,
pode-se sugerir que a uréia ¢ uma fonte preferencial de amoénia para células de K.
marxianus ¢ pode ser utilizada como fonte de nitrogénio suplementar para geragdo de
biomassa por esta levedura em substratos industrias. Esta hipotese é fundamentada pelo
aumento observado na produ¢do de biomassa de diferentes linhagens de K. marxianus a
partir da suplementacdo de soro de queijo com uréia (23). Este aumento nao foi observado

quando sulfato de amonia foi adicionado ao soro de queijo (23, 24).

Efeito da fonte de nitrogénio e da temperatura na produgdo de [-galactosidase

A produgdo de enzimas também pode ser afetada pelo tipo de fonte de nitrogénio no
meio de cultivo (5, 25, 26). Neste aspecto, a influéncia da fonte de nitrogénio sobre a
produgdo de B-galactosidase por K. marxianus foi avaliada sob diferentes temperaturas de
cultivo. As culturas em sulfato de aménia a 30°C apresentaram o mesmo perfil de produgio
enzimatica observado anteriormente por Martins et al. (27). Entretanto, as maiores
atividades enzimaticas foram observadas nos cultivos a 34°C para as outras fontes de
nitrogénio testadas (Fig. 2), as quais propiciaram velocidades de crescimento muito
semelhantes nesta temperatura (Fig. 1). A producdo da enzima nos cultivos em sulfato de
amonia a 34°C foi muito baixa em relagdo as outras fontes de nitrogénio, enquanto que as
culturas em glutamato apresentaram altas atividades enzimaticas apenas em 24 h de

incubacdo (Fig. 2). Por outro lado, os cultivos em fosfato de amdnia dibésico apresentaram
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a maior producdo da enzima, com atividade especifica de 4517 U/mg prot em 12 horas de
cultivo (Fig. 2). Os cultivos em uréia também apresentaram bons resultados de atividade
enzimatica (2890,52 U/mg prot), embora tenha apresentado 64% da atividade observada em
fosfato de amonia dibasico (Fig. 2). Estes resultados diferem daqueles descritos por
Fiedurek & Szczodrak (5), nos quais a atividade -galactosidase de K. fragilis em uréia foi
sete vezes maior do que aquela obtida nos cultivos em fosfato de amodnia dibasico. Esta
diferenca nos resultados pode estar relacionada principalmente as diferencas nas condigdes
de cultivo utilizadas, nas quais meio de cultivo complexo foi utilizado por aqueles autores,
além das diferencas fisiologicas das linhagens utilizadas. Para o fungo filamentoso
Penicillium notatum, a atividade desta enzima mostrou-se alta em meio contendo fosfato de
amonia dibasico, enquanto nenhuma atividade foi detectada em uréia (25). Outras enzimas
também apresentam sua atividade aumentada ou reduzida de acordo com o tipo de fonte de
nitrogénio utilizado no cultivo. Este ¢ o caso das enzimas aldose redutase e xilitol
desidrogenase de Candida tenuis, responsaveis pelo metabolismo da xilose, que
apresentaram os menores valores de atividade em uréia quando comparada a diversas fontes
organicas e inorganicas de nitrogénio (26). Para fosfatase acida extracelular de P. notatum,
ndo foi possivel detectar atividade enzimatica no meio de cultivo contendo uréia como
fonte de nitrogénio (25).

Tanto para K.lactis como para K. fragilis a maior produgdo da enzima foi observada
em cultivos contendo fosfato de amonia monobasico (5, 28). Estes resultados demonstram
que a fonte de nitrogénio utilizada na preparacdo do meio de cultivo, obviamente em

associagdo com uma fonte de carbono indutora como lactose ou galactose (Martins et al.,
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2002), representa um importante fator na producio da enzima B-galactosidase pela levedura
K. marxianus.

A produgdo de B-galactosidase pela linhagem CBS6556 de K. marxianus a 34°C foi
maior em fosfato de amodnia dibasico do que em uréia, mesmo com as células apresentando
velocidades maximas de crescimento semelhantes nestas duas fontes de nitrogénio. Desta
forma, a maior produgdo desta enzima pela CBS6556 pdde ser alcancada em 12 horas de

cultivo em meio mineral contendo lactose 1% e fosfato de amonia dibasico 0,5%.
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Figura 1. Variacdo da velocidade maxima de crescimento da K/uyveromyces marxianus
CBS6556 em meio de cultivo definido contendo lactose 1% e diferentes fontes de
nitrogénio 0,5% (glutamato, uréia, sulfato de amoénia e fosfato de amodnia) em fungdo da

temperatura de incubagio (26, 30, 34, 38 € 42°C).
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Figura 2. Atividade especifica da B-galactosidase (U/mg prot) em extratos celulares de
Kluyveromyces marxianus CBS6556 cultivada em meio definido contendo lactose 1% e

diferentes fontes de nitrogénio 0,5% sob temperatura de 34°C.
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Resumo

O comportamento de partigdo da B-galactosidase, produzida pela Kluyveromyces
marxianus cultivada em soro de queijo coalho, foi analisado em sistema bifasico aquoso
(SBA) composto por polietileno glicol (PEG)/fosfato de potassio. Tanto o tamanho da
cadeia do PEG quanto o comprimento da linha de amarragdo afetam a particdo da -
galactosidase. O aumento da concentra¢do do polimero (de 14% para 19,7%) demonstrou
exercer grande influéncia na parti¢do da enzima, resultando em inversdo do coeficiente de
particdo (de K=0,008 para K=2,88) quando PEG 3350/fosfato foi utilizado para formar o
SBA. A maior seletividade foi encontrada neste sistema (4,96); e a melhor recuperagdo da
atividade enzimatica nos foi obtida na fase superior do sistema PEG 8000/fosfato de
potassio (76%). Estes resultados demonstram a potencialidade do sistema bifasico aquoso,
preferencialmente o sistema composto por PEG 3350 para partigdo da enzima -
galactosidase, removendo as proteinas contaminantes em uma simples etapa apds a

extracdo da enzima.

Introduciao

A B-galactosidase (lactase, E.C. 3.2.1.23) ¢ uma hidrolase intracelular que converte
lactose em glicose e galactose, e apresenta grande interesse econdmico para aplicagdo
industrial em alimentos e medicamentos [1-6]. A lactose ¢ um dissacarideo utilizado na

producdo de doces, confeitados, paes ¢ molhos por fornecer boa textura e cor, além do
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efeito ligante a agua [7]. Entretanto, diversas pessoas s@o intolerantes a lactose devido a
uma insuficiéncia metabdlica na producdo da -galactosidase, uma enzima que se localiza
no jejuno, por¢ao inicial do intestino delgado, o que resulta na limitagcdo quanto ao uso de
leite e derivados na dieta alimentar [7,8]. A levedura Kluyveromyces marxianus ¢ uma
produtora em potencial da enzima [(3-galactosidase, e tem a capacidade de usar o soro de
queijo, residuo da industria queijeira, como substrato para crescimento, uma vantagem
economica a nivel industrial [3,9-11].

Por outro lado, o uso desta enzima em processos industriais requer algumas etapas
de tratamento, e as mais criticas sdo a purifica¢do e a recuperagdo [12]. De acordo com
Diamond & Hsu, [13], 50 a 90% do custo de produgdo de bioprodutos ¢ determinado pela
estratégia de purificacdo. O sistema bifasico aquoso ¢ um método seletivo para purificagdo
de biomoléculas e para estudo analitico de componentes celulares como proteinas, acidos
nucléicos e enzimas [14]. E uma técnica bem estabelecida de bioseparagio de enzimas e
proteinas, baseado na formagao de duas fases a partir da mistura de um polimero soluvel
em agua com uma solugdo de sais, ou de dois polimeros soluveis. O SBA oferece vantagens
em processos de extragdo continua e de purificacdo de enzimas a partir de uma mistura de
componentes celulares [15,16]. Adicionalmente, o SBA apresenta baixa pressdo osmotica,
alta atividade da agua, baixa tensao interfacial entre as duas fases e efeito estabilizante dos
polimeros e sais sobre a enzima, bem como répida transferéncia de massa com reduzido
gasto de energia através de mistura mecanica, possibilidade de separacdo répida a
temperatura ambiente com alta seletividade e facil escalonamento, o que o torna

industrialmente atrativo e econdmico [17].
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As caracteristicas de particdo de uma molécula dependem das propriedades de
superficie do material bioldgico a ser separado. Peso molecular, forma das moléculas e
localizagdo e quantidade dos sitios de ligagdo especifica sdo alguns fatores que afetam o
comportamento de partigdo, mas a carga da superficie da biomolécula é o fator mais
importante que afeta a separagdo em SBA [15].

O sistema PEG/sal tem sido utilizado para separagdo de proteinas em larga escala
normalmente devido ao tamanho dos componentes de suas fases. A grande diferenca de
densidade entre as fases, e a baixa viscosidade leva a um menor tempo de separagdo em
sistemas PEG/sal quando comparado aos sistemas PEG/Dextrana [18]. O efeito do sal na
particdo ¢ causado pela distribuicdo ndo-uniforme dos ions de sal na fase superior e
inferior, e pela diferenca da corrente elétrica gerada pelo desequilibrio na distribuicdo dos
sais. Apos a fase de separacdo, a fase superior torna-se rica em PEG, e fase inferior, rica em
sal [15]. O mecanismo que causa a distribuicdo das biomoléculas ndo foi completamente
elucidado, e a utilizacdo do SBA tem sido limitada devido a complexidade em prever o
comportamento de particdo da molécula [19].

Neste trabalho, a particdo da enzima B-galactosidase produzida pela K. marxianus
CBS6556 cultivada em soro de queijo coalho foi analisada em quatro diferentes sistemas

PEG/fosfato de potéssio.
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Materiais e Métodos

Reagentes: Polietileno glicol (PEG) 550, 1000, 3350 e 8000, albumina sérica bovina
(BSA), O-nitrofenil-p-D-galactopiranoside (ONPG) e pérolas de vidro (@ 450-600 pm)
foram obtidas da SIGMA Chemical Company — St. Louis, MO, USA. Todos os outros
reagentes utilizados foram de grau analitico.

Linhagem e manutengdo: K. marxianus CBS6556, obtida a partir do Centraalbureau voon
Schimmelcultures, Baarn — Holanda, foi utilizada neste estudo. Esta linhagem foi mantida
em meio rico [2% (m/v) peptona, 1% (m/v) extrato de levedura, 2% (m/v) lactose e 2%
(m/v) agar] a 4°C.

Meio e condi¢des de cultivo: como substrato para crescimento da CBS 6556 e produgdo da
enzima [-galactosidase foi utilizado o soro de queijo coalho. O mesmo foi previamente
autoclavado a 121°C por 15 minutos e filtrado sob condigdes assépticas para remogdo das
proteinas precipitadas. Uma al¢a de células foi coletada a partir de uma placa de cultura e
inoculada em frasco de Erlenmeyer de 50 ml contendo 10 ml de soro de queijo, e a cultura
foi incubada a 30°C e 200 rpm em sistema de agitacdo orbital. Apds 12 h de cultivo, o
volume do frasco foi transferido para um Erlenmeyer de 500 ml contendo 90 ml do mesmo
meio, ¢ incubado sob as mesmas condi¢des por 20 h. As células foram coletadas por
centrifuga¢do a 5000 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi
lavado com agua destilada e tratado para liberagdo da enzima.

Preparacgdo do extrato celular: as células ressuspensas foram em 5 ml de tampao Z (40mM

NaH2P04.H20, 60mM NazHPO4.7 HzO, ImM MgSO47 Hzo, 10mM KCI, 50mM 2-
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mercaptoetanol), e uma quantidade de pérolas de vidro equivalente a 1 ml foi adicionada a
suspensdo celular. As células foram permeabilizadas através de lise mecanica em 8 ciclos
de 45 segundos alternados entre agitagdo vigorosa e resfriamento em gelo. O
homogeneizado foi centrifugado a 5000 x g por 5 minutes e o sobrenadante transferido para
um novo tubo. Todas as etapas foram realizadas a 4°C.

Determinagdo enzimdtica: a atividade da enzima [B-galactosidase foi determinada como
descrita por Miller, [20]. Uma unidade de atividade de B-galactosidase ¢ definida como
sendo a quantidade de enzima necessaria que hidrolisa 1mmol de ONPG por minuto a 30°C
e pH 7.0. A concentracio de ONP formada foi calculada utilizando o coeficiente de
extingdo molar € = 4,5 x 10° M'em™. A atividade enzimatica especifica é definida como
sendo a razdo das unidades de enzima pela concentracdo de proteinas em miligramas.
Determinagdo protéica: a concentragdo de proteinas no extrato enzimatico e nas fases de
cada SBA foram determinadas de acordo com Bradford [21]. Uma curva de calibracdo
construida com albumina sérica bovina foi utilizada como padrdo para célculo da
concentragdo protéica.

Particdo em sistema bifdsico aquoso: o SBA foi preparado em temperatura ambiente (20°C
+ 1) a partir de solugdes estoque de PEG (550, 1000, 3350 e 8000) a 50% (m/m) em agua e
tampao fosfato de potassio a 40% (m/m) - pH 7,0, nas concentracdes apresentadas na
Tabela 1, como descrito em Sebastido et al, [22]. De acordo com a concentragdo de cada
componente em cada uma das fases do sistema, diferentes linhas de amarragao (“tie-line”)
foram obtidas. Para forma o sistema, as solu¢des de PEG e sais foram misturadas para o

peso final de 3 gramas utilizando tubos de centrifuga de 15 ml graduados. O pH do sistema
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PEG/fosfato de potassio foi considerado como sendo préximo ao pH da solug@o estoque de
sais. O volume de 500ul de extrato enzimatico, correspondendo a 8% (m/m) do peso total,
foi adicionado a cada sistema, e cada qual foi misturado por agitagdo vigorosa em vortex
durante 30 segundos. Ao tubo controle foi adicionado o mesmo volume de tampao Z, e
agitado sob as mesmas condigdes. Todos os tubos foram centrifugados a 5000 x g por 5
minutes a 4°C, para separacdo das fases, e amostras foram coletadas de cada uma das fases,
com auxilio de uma seringa, sem perturbar a interface do sistema. A concentragdo de
proteinas e de B-galactosidase foi determinada em cada fase como descrito anteriormente.

Coeficiente de parti¢do: é definido como sendo a taxa de concentragdo de uma molécula
em particular na fase superior pela concentracio da mesma na fase inferior [23], e foi
calculado para [-galactosidase em cada linha de amarragdo de todos os sistemas

PEG/fosfato de potéssio, como descrito na equagdo 1.

K== ()

O mesmo principio foi utilizado para analisar o coeficiente de particdo das proteinas
contaminantes. Os valores obtidos através da equagdo 1 foram convertidos em valores
logaritmicos para melhor visualizagdo grafica.

Seletividade: ¢ definida como sendo a razdo do coeficiente de particdo da enzima [3-

galactosidase pelo coeficiente de parti¢do das proteinas contaminantes (equagao 2).
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S= ®)

Recuperacdo (%): a recuperagdo da atividade enzimatica foi calculada pela razio da
atividade da enzima na fase em estudo pela atividade total da enzima adicionada ao

sistema, como descrito na equagdo 3.

As
R(%) = A_z' x100 3)

Resultados e Discussao

Efeito da massa molar do PEG na partigdo

Normalmente, o coeficiente de particdo diminui com o aumento do tamanho da cadeia
do PEG, como observado para oa-amilase de Bacillus amyloliquefaciens em sistema
PEG/dextrana, para B-galactosidase de E.coli e para pectinases em sistema PEG/fosfato de
potassio [24-26].

Para B-galactosidase de K. marxianus, o comportamento de particio em fun¢do da
massa molar do PEG foi analisada na Figura 1, onde ¢ possivel observar que,

diferentemente do comportamento das proteinas contaminantes, o aumento do tamanho da
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cadeia do PEG levou a um aumento no coeficiente de particdo da enzima no sistema
PEG/fosfato de potéssio. Este comportamento também foi descrito para B-galactosidase de
E. coli em sistema PEG/sal utilizando sulfato de amoénia [25]. O comportamento de particdo
pode ser observado para as proteinas contaminantes nos sistemas analisados (Figura 2).

Os sais presentes nos sistemas bifasicos aquosos afetam o coeficiente de particdo do
material bioativo [15,19]. O comportamento de particdo das enzimas pode ser afetado pelo
tipo de sal utilizado no SBA, como observado para a-amilase de B. amiloliquefaciens
[26,27]. Este fator também pode aumentar ou diminuir a atividade enzimadtica, como
descrito por Chen & Wang [25] para -galactosidase de E. coli. Entretanto, a estrutura e as
propriedades da -galactosidase também diferem de acordo com o microrganismo produtor
[28], o que dificulta uma previsdo do comportamento de particdo da enzima em SBA. Este

fato poderia explicar o padrao de particdo incomum observado em nosso trabalho.

Influéncia do comprimentro das tie lines

No sistema PEG/fosfato, ambos os componentes afetam o coeficiente de
particio da enzima, € na maioria dos casos, o aumento do comprimento das linhas de
amarragdo foi seguido pelo aumento do valor de K [17]. Este comportamento foi observado
para B-galactosidase nos PEGs com diferentes massas molar, exceto para o PEG 8000, cujo
coeficiente de partigdo diminuiu (Figura 1). O aumento do valor de Kg também foi

observado para endo-poligalacturonase de K. marxianus e o-amilase de B.
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amiloliquefaciens em sistema PEG/fosfato [26,29]. Chen & Wang [25] descreveram um
leve ou inexistente efeito da concentra¢do do polimero na atividade -galactosidase de E.
coli em PEG 4000/fosfato. Porém, este comportamento foi diferente do observado por
Stred ansky, et al [28] para particdo de f-galactosidase em sistema PEG/Dextrana, na qual
o valor de Kg diminuiu com o aumento da concentragdo do polimero.

Na Figura 2, observa-se uma leve influéncia do aumento da concentra¢do do
polimero e do sal sobre o coeficiente de particdo da proteina, com aumento em todos os
sistemas testados.

Os melhores resultados foram obtidos na linha de amarragdo 3 do sistema
PEG/fosfato de potéssio, cuja particio da enzima direcionou-se para a fase superior
(Figura 1), enquanto que as proteinas contaminantes migraram para a fase inferior (Figura
2). Neste sistema, uma inversdo do coeficiente de particdo da -galactosidase, de 0,008
para 2,88, pode ser observado como conseqiiéncia do aumento da concentracdo do polimero

(de 14% para 19,7%) e da concentrag@o de fosfato de potassio (de 11,8 % para 17,7%)).

Seletividade dos sistemas bifasicos aquosos

Altos valores de seletividade indicam o potencial do sistema para extracdo
seletiva de -galactosidase em sistema bifasico aquoso [14]. A seletividade dos sistemas ¢
demonstrada na Figura 3; onde podemos observar um aumento da seletividade com o

aumento da concentragdo dos componentes dos sistema. Estes valores sdo mais
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evidenciados no sistema PEG 3350/fosfato de potéssio, na qual o aumento da concentragédo
de polimero e sais resultou no aumento de 40 vezes no valor de seletividade (0,12 — 4,96).

Estes resultados sdo melhores do que aqueles descritos por Silva & Franco [14],
cuja seletividade foi de 2,7 x 107 utilizando PEG 4000/fosfato para extrago seletiva de -
galactosidase.

Como a seletividade ¢ uma funcdo do coeficiente de particdo, este
comportamento poderia ser controlado pela adi¢do de diferentes sais ao sistema, permitindo
desta forma um alto grau de purificagdo e recuperagdo de biomoléculas em uma das fases

do SBA [30-32].

Recuperacdo da atividade [-galactosidase

Este fator foi influenciado pela massa molar do polimero, resultando em
aumento da recuperagdo da atividade da enzima na fase inferior da maioria dos sistemas
testados, como resultado do aumento da cadeia molecular do PEG. A taxa de recuperagdo
mais alta foi de 76% na fase inferior do sistema PEG 8000/fosfato de potassio. Entretanto,
o aumento na concentragdo de polimeros e sais em SBA levou a redugdo da taxa de
recuperacdo da enzima nos sistemas testados (Figura 4). Um comportamento semelhante foi
descrito por Chen & Wang [25] para recuperacdo de [-galactosidase de E. coli em
diferentes sistemas PEG/fosfato; cujo aumento da massa molecular do polimero foi
acompanhado pelo aumento da taxa de recuperagdo. Estes autores descreveram a maxima

atividade de P-galactosidase bacteriana na fase superior do sistema PEG 6000/fosfato
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(78%), apesar de ndo detectarem grande variacdo na taxa de recupera¢do em relagdo ao
aumento da concentrag@o do polimero. Kohler et al [33] descreveu uma taxa de recuperagao
de 82% para B-galactosidase na fase superior de sistema PEG 4000/fosfato, e coeficiente de
particdo de K=17. Entretanto, a adi¢do de um ligante bioespecifico, p-aminofenil-1-tio-3-
D-galactopiranoside (APGP), a este sistema reduziu a taxa de recuperacdo de 39% para

parti¢do da -galactosidase de K. fragilis, com concentragdo a enzima na fase inferior [14].

Conclusoes

A potencialidade do sistema bifasico aquoso para parti¢do de B-galactosidase de K.
marxianus foi avaliada utilizando sistemas PEG/fosfato de potdssio. O comportamento da
enzima mostrou-se dependente do tamanho da cadeia do polimero, bem como da
concentragdo dos componentes do sistema. O sistema PEG 3350/fosfato de potassio
apresentou a maior seletividade e uma forte influéncia da concentrag@o do polimero e do sal
no coeficiente de partigdo da enzima, resultando em inversdo dos valores de Kg. Este
sistema pode ser utilizado para maiores estudos para concentragdo e purificagdo desta
enzima em uma das fases através da mudanga do tipo de sal que compde o sistema ou
mesmo pela adi¢do de sais ao sistema, permitindo alteracdo do comportamento de parti¢ao

da biomolécula.
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Figura 1. Efeito da massa molar do polimero e da “tie-line” sobre o coeficiente de

particdo da B-galactosidase de Kluyveromyces marxianus nos sistemas PEG/fosfato de

potéssio a 25°C.
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Figura 2. Efeito da massa molar do polimero e da “tie line” sobre o coeficiente de

parti¢do das proteinas contaminantes nos sistemas PEG/fosfato de potéssio a 25°C.
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Figura 3. Seletividade dos sistemas PEG/fosfato de potassio para particdo da enzima [3-

galactosidase de Kluyveromyces marxianus CBS6556.
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Figura 4. Recuperagdo da atividade da enzima B-galactosidase de Kluyveromyces

marxianus CBS6556 nos sistemas PEG/fosfato de potassio.
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Tabela 01. Composi¢do (m/m) dos sistemas PEG/fosfato de potéssio utilizando quatro

diferentes polimeros para formagao do sistema bifasico aquoso [22].

Sistemas “Tie line” PEG K>HPO/KH>PO,
(%) (%0)
PEG 550 1 16,7 14,8
2 17,7 15,7
3 19,7 17,7
PEG 1000 1 16,2 14,3
2 17,7 15,7
2 19,7 17,7
PEG 3350 1 14,0 11,8
2 17,7 15,7
3 19,7 17,7
PEG 8000 1 11,8 9,8
2 14,0 11,8
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CONCLUSOES

» A utilizagdo da glicose em meios de cultivo contendo lactose ou galactose ndo resultou
em aumento da producdo da biomassa, bem como reduziu a atividade da f3-
galactosidase em linhagem CBS6556 de K. marxianus.

» A interacdo da fonte de nitrogénio com a temperatura de crescimento resultou em
diferentes velocidades de crescimento para linhagem CBS6556 de K. marxianus, sendo
a temperatura de 30°C a mais adequada para producdo de biomassa em meio contendo
lactose e fosfato de amonia dibasico.

» Para cultivos em lactose, a uréia pode ser utilizada como fonte de nitrogénio para
produgdo de biomassa pela CBS 6556 de K. marxianus numa faixa de temperatura de
34 a 42°C, sem significativa perda da velocidade de crescimento.

> A temperatura de 34°C foi a melhor para a producdo da enzima [B-galactosidase por
CBS6556 (4517,19 U/mg prot), em meio contendo lactose e fosfato de amdnia como
fontes de carbono e nitrogénio, respectivamente.

» O coeficiente de particdo da enzima [-galactosidase em sistema bifasico aquoso foi
influenciado pelo tamanho da cadeia do PEG quanto e pela concentragdo dos
componentes do sistema, sendo o sistema PEG3350/Fosfato de potdssio o mais

indicado para separacdo desta enzima das proteinas contaminantes.
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Abstract. In this paper we report on the effect of different concentrations of lactose and galactose in the
production of B-galactosidase by Kluyveromyces marxianus CBS6556. The results clearly demonstrate
a decrease in enzyme specific activity during cultivation at high concentrations of L-lactose or D-
galactose, despite the fact that these carbohydrates are normally used for induction of the B-galactosidase
activity. Therefore, maximum induction of B-galactosidase in K. marxianus batch cultures was obtained
at low concentrations of the inducer carbohydrates, in the range between 0.5 to 15 mM. Those
informations can help to design low cost medium with higher B-galactosidase productivity by K.

marxianus cells.

B-Galactosidase or lactase (E.C. 3.2.1.23) has important
applications in food and pharmaceutical industries, being
used to the saccharification of whey and in the treatment
of milk to reduce its lactose content [reviewed in 2]. The
latter use is particularly relevant for populations with
high incidence of the genetic deficiency for lactose me-
tabolism, like black populations in Central Africa,
United States, and Brazil [2]. The yeast Kluyveromyces
marxianus has been employed for the degradation of
lactose in cheese whey, a polluting by-product of the
dairy industry, as well as for the production of biomass,
bioingredients, and enzymes [2]. In principle, these bio-
conversions can be accompanied by the production of
proteins of industrial interest that could be recovered
after the fermentation process. Among them, B-galacto-
sidase itself has gained attention for industrial applica-
tions. Many strategies have been used for 3-galactosi-
dase production using industrial media like cheese whey
[8] and molasses [5], and using different cultivation
strategy [7]. However, only a few reports can be found
on the effect of inducers on the fermentation process [4].

Correspondence to: M.A. de Morais, Jr.; email: morais@lika.ufpe.br

The aim of this work was to study the regulation of
B-galactosidase expression in the yeast Kluyveromyces
marxianus by its natural inducers, lactose and galactose,
in different batch fermentation conditions. The results
presented show that induction of B-galactosidase produc-
tion was dependent on D-galactose concentration. How-
ever, at high concentrations, D-galactose caused an un-
expected decrease in B-galactosidase activity after a
short period of induction. The effect is probably due to
the accumulation of an internal glycolysis metabolite
when cells are consuming lactose or D-galactose at high
rates.

Material and Methods

Yeast strain and media. The K. marxianus strain CBS 6556 was
cultivated in rich medium YP (2% peptone and 1% yeast extract) or in
minimal medium MM (0.16% YNB and 0.5% ammonium sulphate)
supplemented with 20 g/L of each carbon source tested. Solid media
contained 2% agar. Cheese whey, supplied in natura by local cheese
producers, was autoclaved and used for cell cultivation without any
supplementation. It contained lactose at 36 g/L.

Culture conditions. In order to prepare inocula with different induc-
tion states, one yeast colony from YP-dextrose agar plate was used to
inoculate 20 mL of the appropriate medium in Erlenmeyer flasks.
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Flasks were incubated for 16 h at 28°C under constant agitation (180
rpm) in an oscillatory bath. For the inoculation of the experiments,
grown cells were washed in sterile water and diluted in the specific
media to an optical density of 0.2 (600 nm).

M easurement of cell density, lactose concentration, and B-galacto-
sidase activity. Lactose was measured by the DNSA method, cali-
brated with pure lactose (Sigma Co.). The cell density was monitored
by measuring the optical density at 600 nm (OD600). The specific
[B-galactosidase activity was measured using the chromogenic substrate
o-nitrophenyl-B-D-galactoside (ONPG) as described [1]. One unit of
B-galactosidase activity (U) is defined as the amount of enzyme that
hydrolyze 1 pwmole of ONPG per minute at 30°C and pH 7.0. The
specific activity was expressed in enzyme units per unit of cell density
(U/ODgyo) [4]. Enzyme specific activities were measured in three
independent experiments, with triplicates for each point. Standard
deviations did not exceed 15-20% of the mean value [4].

Results and Discussion

Figure 1 shows the evolution of B-galactosidase activity
and cell growth of K. marxianus in batch cultures on
cheese whey. It can be observed that the specific enzyme
activity initially increased and attained a maximum of
1400 U/ODyg, after 4 h of incubation. However, as the
incubation continued, B-galactosidase specific activity
drastically decreased. This initial period comprised the
exponential growth phase, when cells were growing with
a w maximum of 0.43 h~'. A second phase of high
B-galactosidase activity was observed after 16 h of in-
cubation, when the lactose concentration was below 0.36
g/L (10 mM) and the culture entered the stationary phase
of growth. Enzyme activity reached 1300 U/ODgq, at
24 h and maintained this value after cessation of growth
(Fig. 1). Similar response can also be found in the results
of chemostat cultures of K. lactis after pulses of D-

tion (). Cultivations were done in
triplicate as described in Material
and Methods.

galactose or lactose [6] and in batch cultures of K.
marxianus CBS6556 in high lactose medium [8]. As that
transient response has not been taken into account by the
authors, we further characterised the influence of increas-
ing concentration of D-galactose on the 3-galactosidase
activity in defined laboratory media.

Cells previously grown on D-glucose were used to
inoculate media containing 20 g/L of D-glucose, D-
galactose, or lactose, and the B-galactosidase activity
was evaluated during the first 4 h of incubation. As
shown in Fig. 2, incubation on D-glucose medium pro-
moted a decrease of the pB-galactosidase activity, as it
could be anticipated from its known repressive effect. In
contrast, incubation on D-galactose and lactose induced
the production of B-galactosidase to a maximum of 1800
U/ODgq. It shows that the B-galactosidase induction in
K. marxianus is a short-term adaptation process and
promptly reversible after cultivation in D-glucose, as
already reported for K. lactis [4, 6]. However, a signif-
icant decrease of the specific activity was observed there-
after. Interestingly, when D-galactose grown cells (“in-
duced cells”) were used to inoculate a 20 g/L
D-galactose medium, an immediate decrease in the en-
zyme activity was observed during the first hour of
incubation (Figure 2). In this case, however, the activity
raised again to its previous value as the incubation con-
tinued. Furthermore, glycerol-grown cells were used to
inoculate synthetic media containing increased concen-
trations of D-galactose. The maximum B-galactosidase
activity of 1560 U/ODgqy, was achieved in the medium
with 0.9 g/L (5 mM) of D-galactose, and a significant
decrease in activity was observed for higher D-galactose
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Fig. 2. Time course of specific B-galactosidase activ-
ity in different carbon sources. Cells grown in glu-
cose-minimal medium were used to inoculate minimal
media containing glucose (4), galactose (O), or lac-

Incubation time (h)

initial concentrations (Fig. 3). Additionally, a 45% de-
crease of the initial enzyme activity was observed when
D-galactose-grown (induced cells) were incubated for
4 h for concentrations above 5 mM D-glucose. As this
regards to the expression of -galactosidase, these results
suggest that when K. marxianus cells are shifted to a high
concentration of D-galactose or lactose, a repressive
mechanism is superimposed to the inducing effect of the
substrate. Recent report described the occurrence of re-
pression associated with the presence of D-galactose in

1500

1000

500

Specific g-gal activity (U/ODg,)

T tose (OJ). Cells grown in galactose-minimal medium
4 were used to inoculate galactose minimal medium
(V). Cultivations were done in triplicate as described
in Material and Methods.

Saccharomyces cerevisiae, probably due to accumulation
of glycolytic intermediates generated during the metabo-
lization of D-galactose through the Leloir pathway and
subsequent glycolytic pathway [9].

Further, glycerol-grown cells were incubated in a
medium containing 0.09 g/L (0.5 mM) of D-galactose, to
avoid that substrate-promoted “repressive” effect. As
shown in Fig. 4, the maximum level of enzyme activity
was almost achieved after 15 min of incubation on D-
galactose, and this level was maintained up to 120 min.

Fig. 3. Specific B-galactosidase activity of CBS6556
cells after 4 h of cultivation in different concentrations
of D-glucose or D-galactose. Glycerol grown cells

0 T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Substrate concentration (mM)

90 100

T were used to inoculate galactose-minimal medium (OJ)
and galactose grown cells were used to inoculate glu-
cose-minimal medium (@). Cultivations were done in
triplicate as described in Material and Methods.
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Fig. 4. Evolution of specific B-galactosidase activity
0 T T T T T T T T of CBS6556 cells cultivated in minimal medium con-
0 15 30 45 60 75 90 105 120 taining 0.5 mM of galactose. Cells were pre-cultured
on glycerol. Cultivations were done in triplicate under
Incubation time (min) the conditions described in Material and Methods.

Dickson and Barr [3] have shown that the maximum ~ ACKNOWLEDGMENTS

induction of B-galactosidase in K. lactis was achieved by
using lactose at 1 mM, which yields 0.5 mM of D-
galactose after complete hydrolysis. Indeed, low concen-
trations as 10 mM lactose (Fig. 1) or 0.5 mM of D-
galactose (Fig. 4) were also effective to induce
B-galactosidase to its maximum level in K. marxianus
CBS6556.

At the time of this manuscript preparation, Nor et
al. [7] showed that high cell-specific rates of B-galac-
tosidase production by K. fragilis (former name of K.
marxianus) was achieved at lactose concentration be-
low 0.5 g/l (1.4 mM), using the corrected feed-forward
control strategy. Additionally, Furlan et al. [5] de-
scribed the B-galactosidase production in lactose-free
molasses medium, which is cheaper than cheese whey.
Increasing industrial demand for B-galactosidase re-
quires methods for production with economically fea-
sibility. Therefore, future efforts to combine the use of
low-cost medium like molasse fed with cheese whey
to a concentration that ensures higher B-galactosidase
activity may be a good alternative for the commercial
scale production.

Additionally, the molecular bases of that repres-
sive response are still a matter of investigation even in
S. cerevisiae and are poorly understood in K. lactis.
Therefore, future work in our laboratory will concen-
trate on the study of GAL/LAC gene expression during
the repressive period under different substrate concen-
trations.

This work was supported by grants from CNPq and Facepe. The
authors thanks to M. Piper and P. Lapujarde (TU Delft) for their helpful
discussion on this work.
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INTRODUCTION

Different nitrogen sources can be used for supplementation of industrial residues to produce biomass and by-products. Lower levels of yeast assimilable nitrogenous compounds (YAN) have been related to
lower fermentation rates and longer fermentations Bely et al., 1990). These effects depend on the nitrogen source, since growth on good on good nitrogen sources such as ammonia, seems to yield relatively
higher growth rates than on poor one such as urea (er Schure et al., 2000). Advances in industrial biotechnology offer potential opportunities for economic utilization of agro-industrial residues, as substrate
carbon source in bioprocesses. Single cell protein (SCP) production is used as innovative and alternative proteinaceuos and this protein is extracted from cultivated microbial biomass (Anupama & Ravindra,
2000). Many microorganisms, like bacteria, algae, yeast or filamentous fungi, had been employed to bioconversion of these residues in value-added products, like enzymes, amino acids, ethanol and single cell
protein (SCP) that can be used as food additives for human consumption (reference). Kluyveromyces marxianus is nonconventional yeast, recognized as GRAS by FDA that has gained atention due to its
physiological and genetic properties, like rapid growth withoutby-product formation, high secretion capacity, ability of grown in a variety of carbon sources as cellobiose, lactose, xylose andinulin, in a wide range
of pH and temperature (reference). In this work, two strains of K. marxianus, ATCC36907 and CBS6556, were studied for biomass formation in mineral medium containing sucrose as carbon source and urea or
ammonia sulphate as nitrogen source.

RESULTS AND DlchSSlON Table 01. Specific growth rate (h-1), biomass formation (gfl), sugar consumption (%)

and nitrogen uptake (%) by Kluyveromyces marxianus strains after 12 hours of
cultivation at 30°C and 150rpm in sucrose-minimal media containing ammonia

The specific growth rate of K. marxianus strains, grown in ammonia or urea-containing media at 30°C, sulphate or urea as nitrogen sources.

varied between 0.41 and 0.47, in both nitrogen sources (Table 1). These results are similar to that K. marxianus n Residual Residual
showt_aq by Albers (1996) using _S, cerevisiae for blgmass produf:tlon growmg in mlnlm;l media strain () sugar (%) nitrogen (%)
containing glucose and ammonia sulfate. The residual sugar in the medium was higher for

ATCC36907 growing in urea, which resulted in lower biomass production (data not shown). The Ammonia sulphate

residual nitrogen remained very high even after 12 hours of cultivation, mainly when urea was used.

When the temperature was increased to 35°C, the specific growth rate also increased, except for ATCC36907 0.47 26.7 70.6
ATCC 36907 in ammonia sulphate as nitrogen source (Table 2). In this condition, K. marxianus CBS

6556 strain showed best results growing in ammonia ( = 0.53 h') and urea {1 = 0.51 h-'), which is CBS6556 0.44 475 815
similar to that obtained by Albers (1996) for S. cerevisiae growing in glucose media supplemented in

amino acids (1 = 0.53 h''). The sugar was completely depleted when the cells were growing at 35°C, Urea

in ammonia sulphate and urea. The residual nitrogen was lower for CBS6556 growing in ammonia

sulphate and for ATCC36907 in urea, 55 and 52%, respectively. These data suggests a difference in ATCC36907 0.43 58.7 91.6
the regulation of the nitrogen central metabolism between two strains of the same specie, and its also

dependent of the growth temperature. Our results demonstrate that K. marxianus, mainly CBS6556 CBS6556 0.41 30.4 84.9

strain, can be used for Single Cell Protein in sucrose-media, supplemented with urea, a cheap
nitrogen source that resulted in the highest specific growth rate at 35°C. So, this yeast, already used
for reduction of the concentration of lactose in cheese whey, can also be used in sucrose -containing
residues, as molasses, very common in sugar factories.

Table 02. Specific growth rate (h-1), biomass formation (gf), sugar consumption (%)
and nitrogen uptake (%) by Kluyveromyces manxianus strains after 12 hours of
cultivation at 35°C and 150rpm in sucrose-minimal media containing ammonia

MATERIAL AND METHODS sulphate or urea as nitrogen sources.

cBs cc K. marxianus n Residual Residual
icrorganis and i 1y BS6556 and AT 36907 strain, were used in this study. i -1 o, 5 0,
The strains were maintained in YPD (1% yeast extract, 2% peptone, 2% glucose and 2% agar). strain (h) sugar (%) | nitrogen (%)
Growth conditions: for the initial growth, one single loopful of each strain was colleted form agar plate and inoculated in Ammonia sulphate
minimal media (Verduyn, 1991) containing 2% sucrose and 1% of urea or ammonia sulphate The cells were cultivated for
12 hours at 30 or 35°C, 150 rpm rotatory shaker. After this period, an aliquot of these cultures was used to inoculate to the
same media at the initial absorbance ODyq= 0.1 in Erlenmeyer flasks containing the same media, and sample were ATCC36907 0.45 - 78.1
harvested for biomass measurement.
Cell growth ment: was pectroph i at 600nm; and the value was converted to dry weight CBS6556 0.53 - 55.8
using a linear correlation.
Sugar determination: the sugar content was analyzed by DNSA method, as described by Miller (1959) with some
modifications for sucrose hydrolysis step. An aliquot of 500ml of the supernatant was heated at 100°C for 10 minutes in Urea
the presence of 50ml 1N H2SO4. After rapid cooling, 50ml of 1M NaOH was added to the reaction, followed by 750ml of
DNS reactive. The mix was heated at 100°C for 10 minutes and the absorbance checked at 590nm. ATCC36907 0.49 - 52.8
Nitrogen determination: urea and ammonia consumption was quantified by using enzymatic kit (Celm, Brazil).
CBS6556 0.51 - 88.1
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INTRODUCTION

Lactose is the sugar present in milk and dairy product, as well in cheese whey, the major waste produced in the cheese manufacturing (Gekas & LopezLeiva, 1985). Yeasts of the genus Kluyveromyces are of
potential industrial use, and strains of Kluyveromyces marxianus have been considered the most adequate for bioconversion of lactose in whey mainly into biomass, for animal feed suplementation; and for B-
galactosidase (lactase) production, enzyme used to reduce the lactose level in milk and derivatives for people with lactose intderance (Berruga et al., 1997). Kluyveromyces marxianus is one of the yeast capable to
grow in lactose due to the presence of LAC4 gene, which codifies the R-galactosidase (lactase), an enzyme that hydrolyzing this disaccharide into glucose and galactose (Sheetz & Dickson, 1981). This enzyme is
important in food processing to reduce the lactose level in daily products directed to people with lactose intolerance, besides for waste treatment to decrease the pollutant level of the cheese whey. The enzyme
production is related to the growth medium, and the adjust of some parameters can improve the B-galactosidase expression. K. marxianus CBS 6556 strain has a high specific growth rate, short growth culture time,
growth in high temperature (up to 45°C), wide range of pH and increased process productivity (Grootwassing et al, 1980). This yeast has been used for the large scale production of single-cell protein (SPC) from
whey in EUA (Bailey & Ollis, 1986). In this study, the biomass formation and the lactase production by K. marxianus CBS6556 was analyzed taking account the nature of the nitrogen source.

Table 01. Specific growth rate (h-1), biomass formation (g/l) and lactase production
(Ulmg proy by Kluyveromyces marxianus CBS6556 strain after 12 hours of cultivation

Z:‘:;);:a:aen:’;Bmorg;;r:ia\r;l\“a:;:‘s:rminimal media containing glutamate, urea, ammonia RESULTS AND DISCUSSION

Nitrogen n Xmax Lactase
sources (h") (g (Uimg prot) Specific growth rate: The specific growth rate of K. marxianus CBS6556 strain was higher when
Glutamate 0.38 145 199,78 ammonia phosphate was used, followed by glutamate, with 0.41 and 0.38 ', respectively (Table 1).
When urea was used as nitrogen source specific growth rates was very low. These results are in
Urea 0.33 141 588,67 agreement with the knowledge about S. cerevisiae nitrogen metabolism, which ammonia and
glutamate can be used to achieve higher specific growth rate; and urea is considered a poor
Ammonia 0.41 183 261,44 nitrogen source (Wiame et al., 1985; Magazanik & Kaiser, 2000). Otherwise, the specific growth rate
phosphate : ) ’ of K. marxianus CBS6556 in ammonia sulphate was very different from that observed for ammonia
Ammonia phosphate, which suggest the ammonia-associated ionic compound cans enhance the growth rate
sulphate 0.27 13.9 424,38 and the biomass production. For CBS6556 strain, this increase was around 34% and 24%,
respectively.

fS-galactosidase production: R-galactosidase production was analyzed in minimal media containing
four nitrogen sources (Figure 1). The lactase production after 12 hours of cultivation was higher

6001 using urea as nitrogen source, 583.8 U/mg protein, which was 25% higher than the enzyme
5004 production observed in ammonia sulphate media (424.38 U/mg protein), a nitrogen source normally
used in laboratorial media (Table 1). Urea was also able to induce the enzyme production in a

400 stronger way in the middle of the exponential phase, with enzyme activity higher than 4000 U/mg
1 protein (data not shown). Ammonia phosphate and glutamate, despite of the high specific growth
300 rate, showed low R-galactosidase activity after 12 hours of growth. Fiedurek & Szczodrak (1994),

described ammonia phosphate as the best nitrogen source for R-galactosidase activity after 72
hours of incubation at 34°C for another strain of K. marxianus. For Penicillium notatum, no enzyme
production was detected when urea was the nitrogen source Fiedurek et al, 1996). These results
suggests an influence of the nitrogen source used in the media for R-galactosidase production,
dependent of the specie and strain.

200-/
]

Lactase (U/mg proteina)

Glutamate Urea Ammonia Ammonia
phosphate sulphate

CONCLUSIONS

Figure 01, Lactase ton (Ulmg prof b anus CBSG556 strain «Urea, an inexpensive nitrogen source, can be used for B-galactosidase production by K. marxianus
gure (Uimgprof by Kiu CBS6556, such as ammonia sulphate, despite of the low growth rate observed in both compounds.
after 12 hours of growing in lactose-minimal media containing glutamate ,urea, ammonia > N
phosphate or ammonia sulphate asnitrogen source. + Ammonia phosphate and glutamate showed better growth rate, but low enzyme production
«It could have some differences between the nitrogen metabolism of S. cerevisiae and K.
marxianus, once urea can be used as good nitrogen source for biomass production.

Nitrogen sources

MATERIAL AND METHODS

Strains and growth conditions : Kluyveromyces marxianus CBS 6556 was used in this study, and it mantenance was on YPD agar

slants which (2% dextrose, 0.5% yeastextract; 2% peptone; and 2% agar).

Growth medium the mineral medium (in g/l: 1.0, KHoPOy ; 0.5, MgS04.7H;0; 0.1, NaCk 0.1, CaCl; 0.001, khystidine; 0.002, I REFERENCES
metionine; 0.002, -tryptofano ) was supplemented with 1 mi/l vitamin (in pg/t 2.0, Biotin; 400.0, Calcium pantotenate 2.0, Folic acid;

2000.0, Inositol ; 400.0, Niacin; 200.0, ?-aminobenzoic acid; 400.0, Piridoxine-HCI, 200.0, Riboflavin; 400.0, Thiamine hydrochloride) BAILEY, J.E. & OLLIS. D.F. Biochemical enginsering fundamentals. McGrawHil International Edilors, 2 ed, 1986,

and 1 mi/l trace elements (in pg/l: 500.0, H3BO3; 40.0, CuSO4 5Hz0; 100.0, KI; 200.0, FeCl 6H20; 400.0, MnSO4 H,0; 200.0, BERRUGA, M.1; JASPE, A AND SAN JOSE, C. Intemational Biodeterioration & Biodegradation. Vol40, p.119 123 (1997)
NaMoO4.2H0; 400.0,ZnS04.7H;0) sulphate, i urea and glutamate were used as nitrogen sources. CABALLERO, R.; OLGUIN, P., CRUZBUERRERO, F.G.; GARCIA-GARIBAY, M. AND GOMEZRUIZ, L. Food Research International, v.28, .1, p.37 41, 1995.
Lactose was used as single sugar carbon source, to the final concentration of 10g/l, assuming it is an inductor of the &-galactosidase FIEDUREK., J.; GROMADA, A JAMROZ, J. Journal of Basic Microbiology , v.36, p.2732, 1996,

FIEDUREK, J. & SZCZODRAK, J. ActaMicrobiologicaPolonica v.43, p.57%65, 1994

" e Ay
production inK. marxianus. GROOTWASSING, J.W.D. & FLEMING, S.E. Enzyme and Microbial Technology, v.2, p.4553, 1980.

Culty itions : one vial tube, i 1 mlof culture at the final concentation of 106cels/ml was inoculated in 50ml-Erlenmeyers LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, AL.; RANDALL, R.J.Analytical Biochemistry V. 193, p.265 275, 1951
flasks containing 10m mineral medium and incubated for 12 hours at 30°C in rotatory shaker (180rpm). The pre-grown cells were re- GEKAS, V. & LOPEZLEIVA. M. Process Biochemistry v.26, p565565, 1985
inoculated in 250ml- Erlenmeyers flask containing 50ml of the same medium and after 8 hours of growth, the culture was used to MAGAZANIK, B. & KAISER, C.A. Gene, v.290. p.1-18, 2000,
! " " ! " MILLER, J.M. Experiments in molecular genetics. Cold Spring hartor Laboratory, New York, p.352
inoculate 2000ml-Erlenmeyer flask containing 600ml of the same medium. This cultu re was accomplished during 12 hours by biomass SHEETZ, R M. & DICKSON, R.C. Geneics, v.95, p.726745, 1981
and enzyme i WIAME, J1.; GRENSON, M.; ARSTIR, H.N. Advances in Microbial Physiology. v.26, p.1 -7, 1385.

Cell growth: itwas determined spectrophotometrically at 600nm.
Enyme activity assay: B-galactosidase activity was performed, using ?-nitrophenyk&-D-galactopyranoside (ONPG), as described by

Miller (1972), modified as described below. A sample of 100l was added to 900ul of Z buffer (40mM NaH,POzHz0, 60mM

NazHPO4.7H;0, 1mM MgSOy.7 H0, 10mM KCl 50mM 2-mercaptoethanol), and the reaction was incubated at 300C for 10 minutes.

After this period, 100pl of ONPG (8mg/ml in Z buffer) was added to the reaction, and it was stopped when the light yellow coloriul was

detected, by adding 500ul of NaCO3. The absorbance was measured at 420?m. Lactase activity was expressed as units (nmol of o- SUPPORTED BY: CAPES; FINEP; UFPE-LIKA; P&T LIKA = = | L=
nitrophenol liberated per minute under standard conditions).

Protein ination : the protein performed as described by Lowry, 1951 MICROBIOLOGIA 2003
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IMMOBILIZATION OF YEAST CELLS AND INVERTASE IN GLASS
SURFACE USING GLUTARALDEHYDE AS BIOFUNCTIONAL AGENT.

Maia, M. M. D.*3; Maia, P. F. C. M. D.'; Martins, D. B. G.'; Lima-Filho, J. L“?

Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami- UFPE; 2Dep. de Bioquimica- UFPE; ®Dep. de
Biologia- UFRPE.

Commercial yeast cells and invertase were immobilization on glass surface using glutaralde-
hyde as bifunctional agent. Immobilization of enzyme to solid supports often improves stability
and allows their reuse. The invertase was immobilized on glass beads with 425-600 microns
of size and activated by amination with 3-aminopropryetriethoxysilane in acetone (3% v/v)
overnight at 80°C. After abundant washing with acetone and distilled water the beads (0.5g)
was treated with 2mL of different glutaraldehyde concentration (0% 1.5% 2.5% and 3.5%
/v) in 0.2M potassium phosphate buffer pH 7.0 overnight at 4°C without agitation. The ac-
tivated beads were washed with distilled water, suspended with 2mL of 3.2mg/mL of enzyme
(355 U/mg/solid) in 0.1M sodium citrate buffer pH 5.0. After 12h at 4°C the support was
recovered and washed with 0.5M NaCl. Invertase activity was assayed by incubation of immo-
bilized enzyme preparation in 0.1M sodium citrate buffer pH 5.0 at 50°C containing different
concentration of sucrose (400mg/mlL, 600mg/mL,700mg/mL). After a period of time under
mild shaking, samples were withdrawn and reducing sugars were determined by dinitrosali-
cylic acid (DNSA) method. Immobilized invertase activity (3.2mg/mL) using glutaraldehyde
concentration 2.5% (v/v) at 50°C was found to be 0,437mg/mL/min, 0,675mg/mL/min in
40% and 0,0625mg/mL/min, using 40% 60% and 70% of sucrose solution, respectively.
Applied immobilized Saccharomyces cerevisiae cells (0.8mg/mL), the invertase activity was
0,0625mg/mL/min, 0,625mg/mL/min and 0,028 mg/mL/min, using 40% 60% and
70% of sucrose solution, respectively, in the same conditions. These results were relatively low,
probably due the higher concentration of sucrose and amount of silicon present in the glass

preparation. Supported by: CNPq, UFPE and P T S/A
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INTRODUCTION

In the recent years, there has been an increasing trend towards more efficient utilization of agro-industrial residues, generated in large amount during the processing of raw material. The
microorganisms had been employed to the bioconversion of these residues in value-added products, like enzymes, amino acids, ethanol and single cell protein (SCP). Bacteria, algae, yeast or
filamentous fungi, can grown in agro-industrial residues for SCP production, and this biomass can be used as protein-rich food and food additives for human consumption. Yeast like
Saccharomyces and Kluyveromyces, that has GRAS (Generally Regard As Safe) status by the FDA (Food and Drug Administration) (Caballero et al,1997), are indicated for single cell production
because they have rich composition of sulfur-containing amino acids and vitamins of B-Complex, beyond faster growth when compared with algae and less toxin production than bacteria

(Anupama & Ravindra, 2000).

The Saccharomyces cerevisiae are the most popular yeast used in brewer and baker processes but the Kluyveromyces marxianus shows better physiological conditions, like higher specific growth
rate, short culture time, growth in high temperature (up to 45°C), wide range of pH and ability to grown in a variety of carbon sources. In this work, we observed the differences between this two
species of yeast for SCP production, considering the biomass formation and sugar consumption during their cultivation in experimental media containing sucrose, supplemented with different
nitrogen sources. For this purpose, K. marxianus CBS6556 showed better production of biomass after 16 hours and 24 hours of incubation. Urea as much as ammonia can be assimilated by this

MATERIAL AND METHODS H

Microrganisms: the strains from Kluyveromyces marxianus CBS6556 and. - ;g
Sacharomyces cerevisiae Itaiquara, an industrial type, were used in this study.
Growth conditions: for the initial growth, one criotube — containing 106 cels/mL - was g ;I"I
inoculated in complex media (1% yeast extract and 2% peptone) containing 2% sucrose IJ
al 30°C and 180 rpm rotatory shaker. After 16 hours, the cells were harvested and I )‘p
lated at the initial ion of 1,28x10° cells/ml in Erlenmeyer flasks E -'I'
containing experimental media with sucrose (EMS). Urea and ammonium sulphate were i 55
used as nitrogen source, according to the factorial design described in the (Table 1).
Sugar determination: the sugar content was analyzed by DNSA method, as described E-'I
by Miller (1959) with some modifications for sucrose hydrolysis step. 62
Cell growth measurement: the biomass formation was analyzed by counting in 60

Newbauer chamber
Statistical analyzes: the 2* factorial design

strain, with no great disparity, when the aim is biomass production.

d 16 different 123 46 6T 8 9911121314 1546

described in the Table 2. These data were analyzed using Microsoft EXCEL 2002 and

MINITAB programs.

Table 01. 2¢ factorial design
applied for K. marxianus and

Variables " Levels

o+

Time (h) 16 24

Potassium phosphate (g/1) 0,50 [ 1,00

Nitrogen source (g/) 0,50| 1,00

Yeast extract (g/l) 025] 050

Table 02. The 16 combinations generated
by the 2¢ factorial design

Combinati Time Yeast Nitrog Sodium

extra Phosph
source
2 El E) +1
3 EN IEEN g
4 El +1 +1
5 EN IR -1
6 EN IEEE B +1
7 EN I -1
8 EN IEEH +1
9 w1 | - -1 -1
10 +1 | - -1 +1
1 EHERE -1
12 EHE +1 +1
13 EH N -1
14 EH KR +1
15 EH R -1
16 EHERNE +1
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Figure 01. S. cerevisiae ltaiquara growth in the 16 combinations of the 2¢

factorial design, in flasks with media cont 6%

sucrose, supplemented with different nitrogen source (ammonium sulphate
ea).

RESULTS AND.DISCUSSION

This work demonstrate that incubation time is the most important variable in the 2* factorial
design for SCP production regard to the S. cerevisiae Itaiquara, which the biomass formation
increased 10-fold when the cells were grown during 24 hours when compared to its' growth after
16 hours of cultivation (Figure 1). The performance of Itaiquara was very similar in urea and
ammonium sulphate, with no significant differences between the biomass productions.
Otherwme the K marxianus CBS 6556 showed differences in the growth with better results
when g,rea is the‘pltrog;n soyrce. The incuBation time is not the most important variable in the
factori4l design-for biomass formation by Kluyveromyces marxianus CBS6556 (Figure2). The
biomass production in the medium containing K. marxianus CBS6556 was higher than observed
in the S. cerevisiae Itaiquara flasks, reaching to 108 cells/ml of CBS6556 against to the
maximum cells iumber of 7.2x107 cells/ml after 24 hours of cultivation to Itaiquara strain. The
results reinforce the results published by Kim et al (1996), suggesting the potential of
Kluyveromyces for:SCP production growing in fructose. When the sugar consumption is
analyzed, it was observed diff in the sugar ion in the 16 different combinations
tested. The Total Reducing Sugar (TRS) consumption was between 28.2% and 54.38% after 24
hours of cultivation, for S. cerevisiae and K. marxianus, respectively. The sugar consumption is
not associated to the biomass production. These results were quite similar to those obtained with
yeast cultivation in residue, with better performance of CBS6556 (Martins et al, 2001). In the
Figure 3, the analysis of biomass formation (Log;(ccjismi) by sugar consumption (%) presents
the Kluyveromyces as good producer of SCP, mainly in the marked combinations flasks 10 and
9, both using urea as nitrogen source. The flask 2 of K. marxianus also shows good SCP
production, despite of the lowest sugar utilizations (7.7%). Otherwise, the relation between
biomass formation and sugar consumption for S. cerevisiae was not so productive as
demonstrated by K. marxianus. The Itaiquara strain showed the lowest results for SCP
production that can be due to the repression mechanism of the SUC2 gene, that codify an
enzyme necessary for the cleavage of sucrose into glucose and fructose. The expression of this
gene is repressed when the sugar concentration is high; and induced when the level of glucose in
the medium is low (Ozcan et al, 1997). The flasks with the number 4, marked in the Figure 3
show low sugar utilization, although the higher concentration (1 g/1) of urea and ammonia in
these flasks, after the first 16 hours of incubation. This behavior was not observed for K.
marxianus CBS6556.

These results suggest some differences in the fungal metabolism between Saccharomyces and
Kluyveromyces; and demonstrate that K. marxianus CBS6556 can be used for production
processes, with better revenue than S. cerevisiae Itaiquara®.

Figure 02. K. marxianus CBS6556 growth in me 16 combinations of the 24

factorial design, in

sucrose, supplemented with different nitrogen source (ammonium sulphate
ea)

flasks with media 6%

820

6,804 Wk
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Figure 03. Analysis of the S. cerevisiae Itaiquara and K. marxianus
CBS6556 performance regard to the biomass formation and sucrose
consumption after 16 hours and 24 hours@ incubations at 30°C, 180 rpm
in rotatory shaker. The figures marked () show the correspondent
number of the combination, and are analyzed in the results and

discussion.
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INTRODUCTION

Immobilization of enzymes has great advantages, it is possible to use a single
batch of enzymes repetitively and to stop the reaction by physical removal of the
immobilized enzyme from the solution and easy analytic determination in complex
mixtures and the use of small sample volumes (Erginer et al, 2000). The present
work describes the possibility of using cane bagasse as a lignocellulosic support to
immobilization of invertase using glutaraldehyde has fixing agent. Sugar cane
bagasse is a natural economical lignocellulosic material obtained from milling on
sugar cane and can be used has a good support to immobilizing microbial cells or
enzyme. Kinect study showed that the immobilized invertase (30 mg/mL) on sugar
cane bagasse hydrolyzed 100% of sucrose (20% w/v) solution in 0.1 M sodium
citrate pH 5.0 at 50°C after 12 hours of reaction.
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Figure 01. E"ec( of sucrose concentration on the immobilized invertase

invertase (10mg/mL) was incubated at
50°C in 0. 1M Sodmm Citrate buffer, pH 5.0. Aliquots were removed and assayed
for enzymatic activity.

RESULTS AND DISCUSSION

EFFECT OF CONCENTRATION OF SUCROSE IN THE ACTIVITY OF IMMOBILIZED
INVERTASE

The effect of sucrose concentration on the immobilized invertase shown in Figure 01 and
02. The figure 01 shows the activity of 10 mg/mL of invertase immobilized on sugar cane
bagasse using has substrate sucrose solutions in the concentrations of 5% (w/v), 10% (w/v)
and 20% (w/v) at temperature of 50°C and pH 5.0. According to this value, the immobilized
invertase hydrolyzed only 24%, 51% and 27% of sucrose solution at 5% (w/v), 10% (w/v)
and 20% (w/v) respectively after 24h incubation. The figure 02 shows the hydrolysis of
sucrose solutions (20% w/v, 40% w/v, 60% w/v and 80% w/v) using 30 mg/mL of
immobilized invertase in sugar cane bagasse. The invertase activity was markedly
increased in concentration of 30 mg/mL. This study showed that the highest activity was
achieved when 20% sucrose solution was used as substrate, the enzyme hydrolyzed 100%
sucrose until 12 hours incubation. The Souza et al, 1990 observed 100% of hydrolysis of
sucrose solution (20% w/v) in 4 hours at 50°C.

MATERIAL AND METHODS

MATERIAL

Sugar cane bagasse and commercial grade sucrose were obtained from the
local market, invertase (53 U/mg) and glutaraldehyde 25% were obtained
Sigma (St. Louis, MO, USA). Other chemicals were from obtained from
standard sources.

IMMOBILIZATION OF INVERTASE ON SUGAR CANE BAGASSE

Sugar cane bagasse was washed, dried and mixed with 2.5% of aqueous
solution of glutaraldehyde for two hours followed by washing with distilled water
and air dried. After this, the invertase (10 mg/mL and 30 mg/mL) dissolved in
0.1 M sodium citrate buffer, pH 5.0, was mixed, for two hours, with sugar cane
bagasse treated with glutaraldehyde. The mixture was washed with saline 0.5
M followed by three washes with distilled water and used to hydrolysis of
sucrose solution at different concentrations in 0.1 M of sodium citrate buffer pH
5.0 at 50°C during 24 h in batch system.

ANALYTICAL METHODS

Invertase activity was assayed at room temperature using samples of different
concentrations sucrose solutions in 0.1 M sodium citrate buffer, pH 5.0.
Reducing sugars were estimated use dinitrosalicylic acid reagent (Miller, 1959).
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Figure 02. Effev:l of sucmse concentration on the immobilized invertase
(30mg/mL) was incubated at
50°C in 0.1M smum Citrate buffer, pH 5.0. Aliquots were removed and assayed
for enzymatic activity.
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INTRODUCTION

Scientific researches about single cell protein (SCP) production have been increased as an alternative
for the environmental pollution caused by the discard of residues, a cheap source of carbon that can
be used to the growth of microorganisms. This production have been employed mainly for animal food
supplementation, and the food value and usefulness of SPC, from any source, is based on its
composition of nutrients, vitamins, nitrogen, carbohydrates, fats, cell wall components, nucleic acids,
protein concentration and amino acid profile. Production of SCP from yeasts are more interesting due
to the low level of nucleic acid (9.7%), the concentration of B-complex group vitamins, high nitrogen
rate, growth factors in their composition and for providing the well balanced amino acid quantities
(Anupama & Ravindra, 2000). Kluyveromyces marxianus is an yeast that shows a great potential for
industrial use. It is accepted as GRAS (generally regard as safe) for the FDA (Food and Drug
Administration) and has been used in the large scale production SPC from whey in France and
EUA(Caballero et al., 1995; Bailey & Ollis, 1986). CBS 6556 strain has a high specific growth rate,
short culture time, growth in high temperature (up to 45°C), wide range of pH and increased process
productivity (see Table 01). Brazil is one of the most important producers of sugar cane in the world,
and the sugar manufacturing results in some agro-industrial residues, like bagasse and molasse. The
sucrose-rich syrup was produced in a sugar factory by additional steps of filtration with the purpose of
obtain a clear and much pure product than the traditional procedures. Therefore, this process
generates residues with high sugar concentration, responsable for high biological oxygen demand.
The utilization of these residues for single cell protein production has been analyzed. The sugar cane
industry generates many residues during the sugar cane manufacturing. The growth of K. marxianus
have been studied by our group in different supplementation for the residue and for defined media, as
an option for production and use of SCP in our region.

MATERIAL AND METHODS

Strains: Kluyveromyces marxianus CBS 6556 was used in this study due to its advantages when compared to S.cerevisiae
(Table 01), and it mantenance was on criotubes at -70°C, as described by Sambrook et al, 1989.

Growth conditions: for the initial growth, one criotube - containing 108 cels/mL - was inoculated in rich media with 2%
sucrose at 30°C and 180rpm in rotary shaker. After 16 hours, the cells were harverested and inoculated at the initial
concentration of 1,28 x 10° cels/mL in 18 Erlenmeyer flasks, containing different compositions (Table 02). After 16 hours
and 24 hours, samples were taken for quantification of cells and sugar consumption.

Cell growth: it was quantified using Neubauer chamber.

Sucrose determination: the samples were spin down and the supernatant was used for sucrose determination as
described by Miller (1965), with minor modifications for sugar hydrolysis with 1NHCI heated at 100°C for 10 minutes and
neutralized adding 1M NaOH, before the DNS procedure.

Flask | Yeast |, | Amonium | Potassium
number | extract Sulphate | Phosphate
025 | 05 - 05
2 025 | - 05 05
Physiological feature S. cerevisiae | K. 3 0.25 (il - J
Maximum growth rate 0.53 h! 0.89 ! L 0:25 = sl !
Optimum temperature of growth 300 40° l 0,23 | = i
6 025 | - 1 1
pH range 551065 201060
7 025 | 1 S 05
Carbon sources
8 025 | - 1 05
Lactose (whey) E +
" 9 05 | 1 - 1
Cellobiose = v
10 051 e 1 1
Xylose (hemicellulose) = +
I 05 | 1 - 05
Nitrogen sources, few many 12 05 | - 1 05
Affinity for sugars low high 13 05 | 05 3 05
Crabtree effect + = % %50 | 1B 05 B
Table 01 logical features of 15 05 | 05 = 1
16 05 05 1
17 YNB
18 YPS
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Figure 01. K. marxianus CBS6556 growth in 18 different media supplementation, after 16 and 24
hours of incubation at 28°C and 180rpm in rotatory shaker
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Figure 02. K. marxianus CBS6556 sucrose consumption during the growth
in the 18 flasks,

RESULTS AND DISCUSSION

The results of this work demonstrate that the CBS6556 can be used as a microorganism for SCP
production growing in sucrose as carbon source. The growth in defined media containing 60g/L of sucrose,
similar to the residues formulation, showed a good performance, but not so good as observed previously,
using the own residue as carbon source, with a stronger supplementation in each flask. The growth in the
laboratorial media was around 4x108cels/mL (data not shown), that is not too far from the growth obtained
in the flasks 01 and 03 (Figure 01), which supplementation is rich in urea as nitrogen source, and lower
rate of yeast extract — vitamins and growth factors source -. Despite of this behavior, the CBS6556 was
able to metabolize 70% of the sucrose in the flask containing YPS — a rich media containing 2% of sucrose,
and 90% from the YNBS flask, that contains a better supplementation than the other 16 flasks (Figure 02).
This data can indicate that the residue has no toxic compounds for the cell growth. The lowest growth
observed in the residue culture raised to 3x108 cels/mL, and the stronger was above 1,4x10° cels/mL; and
the residual sugar was between 20% and 60% in most of the flasks (Martins et al, 2001) . The
improvement of the biomass production can be done by different combinations of the fermentative
parameters, already in testing phase in our laboratory.
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INTRODUCTION

Cheese whey is a polluting by-product of the dairy industry, and most of this residue is taked out in
natura, which lead a high BOD demand due to the high concentration of lactose, about 5%. For each
one kilogram of cheese, nine kilograms of whey is generated. Yeasts of the genus Kluyveromyces
are of potential industrial use, and strains of Kluyveromyces marxianus have been considered the
most adequate for bioconversion of lactose in whey mainly into biomass, for animal feed
suplementation; and for p-galactosidase (lactase) production, enzyme used to reduce the lactose
level in milk and derivatives for people with lactose intolerance (Berruga et al., 1997). K. marxianus
CBS 6556 has a high specific growth rate, short culture time, growth in high temperature (up to
45°C), wide range of pH and increased process productivity (Grootwassing et al, 1980). This yeast
has been used for the large scale production of single-cell protein (SPC) from whey in France and
EUA (Bailey & Ollis, 1986). SPC is the manufacture of cell mass using microorganisms by culturing
on abundantly available agricultural or industrial wastes. The food value and usefulness of SPC from
any source is based on its composition of nutrients, vitamins, nitrogen, carbohydrates, fats, cell wall
components, nucleic acids, protein concentration and amino acid profile. Production of SCP from
yeasts are more viable due to the low level of nucleic acid (9.7%), the concentration of B-complex
group vitamins, and for providing the well balanced amino acid composition. Specially for K.
marxianus (K. fragilis), the growth in whey provided high crude protein, low ash content and the
product was also rich in sulfur-containing amino acids (Anupama & Ravindra, 2000) . The use of
cheese whey for yeast growth, in our region, represents an important alternative for the biotreatment
of the residue generated, avoiding the water and soil pollution. Our group studies the K. marxianus

MATERIAL AND METHODS

Strains and growth conditions: Kluyveromyces marxianus CBS 6556 was used in this study, and it mantenance
was on YPD agar slants which (2% dextrose, 0.5% yeast extract; 2% peptone; and 2% agar).

Growth medium: for the initial growth, a single colony was inoculated in YPD for 16 hours, at 30°C and 180rpm in
rotary shaker. After 16 hours, the cells were harverested and inoculated at the initial concentration of 108 cels/mL in
four different media — YPL (rich media), YNBL (0,67% YNB and 2% Lactose), CW (“coalho” cheese whey) and the
RW (ricotta cheese whey). The cheese whey were kindly supported by Cachoeirinha Cooperative, in Pernambuco.
The cells grown in the conditions above, and at the indicated intervals, samples were taken asseptically for the
determination of yeast counts, lactase activity, and sugar consumption.

Cell growth: it was quantified using Neubauer chamber.

Enyme activity assay: the assay for determination of b-galactosidase enzyme activity was according to Ausubel,
1989; using ONPG (o-nitrophenyl-B-D-galactopyranoside) 8mg/ml as cromogenic substrate. Lactase activity was
expressed as units (nmol of o-nitrophenol liberated per minute under standard conditions).

Lactose concentration: it was mensured by the dinitrosalicylic acid reagent, for reducing sugar according to Miller,
1959; with minor modifications for lactose hydrolyses. The samples supernatant were treated with 1M HCL heated at
100°C for 10 minutes and neutralized with 1M NaOH before the DNS procedure.

Protein determination: the protein measurement was performed using Folin phenol reagent, as described in Lowry
etal., 1965.

behavior in whey as substrate of growth, and defined medium for metabolic analyses.
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CW 100% 15156,14 32,09
RW 100% 697,50 32,08
YNBL 422165 13,80
YPL 8902,21 94,56

Table 01. CBS6556 growth in different media after 16h.
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RESULTS AND DISCUSSION

Kluyveromyces marxianus growth was first analyzed in four
different media for B-galactosidase production and lactose
consumption. In this experiment, (Table 01) we can note different
specific activity for the enzyme, but the sugar consumption was
quite similar for both residues, and 68% of residual sugar seems
too high, indicating a low growth with a long lag phase; that was
not observed in YPL media. The growth in YNBL media was
different from the YPL one, and in the Figure 01, we can observe
that the growth continues after 16 hours and the sugar
consumption is around 84% ant 32 hours of cultivation, while this
rate can be reached in 16 hours in YPL media. In the Figure 02
and Figure 03 it's possible to compare the CBS6556 behavior in
50% cheese whey. We can observe a slow growth with a long lag
phase in the first 20 hours. The development of this strain was
better in coalho cheese whey (CW50%), despite of the sugar
consumption was higher in ricotta cheese whey (RW50%) at 32
hours of cultivation, when compared to CW50%, 83% and 68%,
respectively. In both culture, the growth did not arrived to the
stationary phase, as observed in the YNBL media. 4800 U/mg
protein of p-galactosidase was the lowest value obtained at 32
hours of cultivation, with a variance higher than 100%. This results
show that Kluyveromyces marxinaus can be used for SCP
production, growing well in a region residue rich in lactose. This
yeast was able to reduce the level of lactose present in the
residues, hence reducing its pollutant power, while is producing
enzyme — that presents an instable production due to the variety of
the sugar concentration inside the cell (Berruga et al., 1997) - and
biomass. This production can be improved by analyzing
fermentation parameters like temperature, pH and inoculum rate.
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SINGLE CELL PROTEIN PRODUCTION USING Kluyveromyces marxianus AND
Saccharomyces cerevisiae GROWN IN RESIDUES FROM SUCROSE-RICH SYRUP
FACTORY.

Martins, D.B.G'; de Oliveira, L.A. 1; Nogueira, A.C.F. I Araujo, M. M. de S. ! Lima Filho,
J.LY

'LIKA, Universidade Federal de Pernambuco — Recife-PE Brasil; 2Depar‘[amento de Bioquimica,
Universidade Federal de Pernambuco. Av. Morais Rego, s/n 50670-901 Recife PE Brasil fax +55
2718485 e-mail: zeluiz@lika.ufpe.br.

Abstract

Advances in industrial biotechnology offer potential opportunities for development of new processes and economic
utilization of agro-industrial residues. The sucrose-rich syrup or “syrup honey” is the last one product of a clear
sugar cane production generated by two filtration steps, which results in more residues with high sugar
concentration responsible for high biological oxygen demand. The single cell protein production has been an
alternative to reduce the environmental pollutant from these residues. For this purpose, the yeasts are available they
contain high nitrogen rate, a variety of vitamins, amino acids well balanced, growth factors in their composition, and
they are normally considered safe for health. In this work, the growth of an industrial strain of Saccharomyces
cerevisiae, the most popular yeast used in brewer and baker processes, is compared to the growth of a
Kluyveromyces marxianus strain, which is recognized to be more advantageous in fermentative process regard to the
first one. Our results show that the K. marxianus strain has a better growth in these residues than the S. cerevisiae
strain; and is able to convert more than 80% of the sugar contained, with apparently no catabolic repression caused
by high sugar concentration. This analysis suggests that the K/uyveromyces marxianus can be used as protein source

for SCP production using “syrup honey” filtration residue as growth medium.

Key words: SCP; Kluyveromyces; Saccharomyces; biomass

Introduction

Brazil is one of the world’s largest producer of sugar cane, with 5 millions of hec planted in
1997, with production of 65 tons/hec. In 1999/2000, the total production was around 300
millions of sugar cane and 381 millions of sacks of sugar [1], [2]. This process generates many
wastes like “bagasse” or chaft 40-50%, filter mud 0.9%, molasses 2.7% and alcohol sludge 0.3%
[3]. Sugarcane bagasse, is the major by-product of the sugar cane industry, and it contains about

50% cellulose, 25% hemicellulose and 25% lignin [4]. It’s usually burned to supply energy,
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GUIDANCE NOTES FOR THE PREPARATION OF PAPERS BEING
SUBMITTED FOR PUBLICATION IN BIOTECHNOLOGY LETTERS

We urge vou to read these Notes very carefully. We need your paper to have the minimum number of
errors so that it can be published immediately. The Editors cannot undertake extensive rewriting of
poorly presented papers as their priority is for the rapid publication of high quality papers.

You will need to produce a perfect copy of your paper that is ready for printing from your electronic
submission. No editing can be done on the final manuscript. Detailed Instructions to Authors are
available on the website:

http://www.springeronline.com/journal/10529

If your first language is not English, we would urge you to seek help from someone who is fluent in
English. The use of professional paper writing agencies is strongly encouraged where authors may
have major problems in writing their work clearly or concisely. It will also help if you consult a recent
issue of the Journal to see our preferred style of writing and presentation of information. This is now
available online at :

http://www.springeronline.com/journal/10529

General points

Overall length The maximum length of a published paper in the Journal is usually six (6) printed
pages. Papers having over 12 typed pages of text are usually considered too long. Tables, Figures
and the Reference List all count towards the final length of your paper. Please ensure that all pages
are numbered. All material must be in double-spaced typing; this included Tables and Figure legends.

Supplementary Information Lengthy information that is not essential for the understanding of the
paper can be given as Supplementary Tables and Figures. These are printed on-line but will not be
printed in the Journal. Authors should consider using these for information such as DNA and protein
sequences, identification of new microbial isolates, ancillary data about protocols or minor results.
These will not be counted as part of the length of the final paper.

Section of the Journal Please specify on the title page the section to which your paper should be
allocated.

Title This must be accurate and informative; please avoid phrases such as “The effect of ..... ,
“Studies on.....,” etc. Specify clearly any organism or cell system you have used. We do not publish
papers that have a sequence number.

Key words: up to 6 words suitable for indexing should be given. N.B. Use words not abbreviations.

Before the Abstract, please leave 4 cm space for insertion of dates of receipt and acceptance of your
paper.

Abstract This must be both informative and concise. Avoid phrases such as “This paper describes
..... ” or “These experiments are evaluated here...”. Also do not use words such as “high”, “low”,

“rapid”, “slow”, “increased” etc. but give the key quantitative results; what may be a “high” activity to
you may be a moderate one to someone else. Such words have no scientific value. All non-



standard abbreviations must be defined. Do not include references unless essential and then the
reference must be given in full. The overall length should not exceed 100 words.

Introduction Please keep this as short as possible (usually no more than 300-350 words); do not
give a mini-review of the literature; give key references to recent, relevant publications; historical
references are rarely useful. Space is precious - keep it for your results.

Methods Give concise information concerning the key protocols only. Avoid describing routine or
trivial matters such as how the micro-organisms are maintained, how and when the cultures were
sampled. The latter information is easily understood from the tables or figures. Suppliers of
chemicals and manufacturers of equipment should only be given if these are not generally available or
are in some way unusual or are crucial for success. Suppliers such as Sigma, Aldrich etc. are given
without addresses. There is no need to give references to standard procedures, e.g. Lowry or
Bradford methods etc. We encourage authors to place as much relevant information in the footnotes
and legends of their tables and figures to increase understanding of these illustrations.

Results Results, given in tables and figures, do not need to be described again at length in the text.
This is a very common fault and leads to Results sections often being far too long. Focus the
reader’s attention on your key results. The Results and Discussion sections may be combined. An
ideal Results section might simply say: “The results are given in Tables 1 and 2 and further details are
shown in Figures 1 and 2.”

Discussion Put your key results into the context of current information but do not repeat a
description of the results. Also avoid unwarranted or unsupported speculations. Keep your discussion
short and focused on explaining the significance of your results.

Tables These should be given, together with their title, on a separate sheet for each table at the end
of text after the References. Their lay-out should be suitable for printing as either single column (7.5
cm) or double column (16 cm) width. Avoid vertical rulings (lines) and keep horizontal rulings to a
minimum. Please ensure 100% relative values are also given as absolute values in a footnote.

Do not quote values beyond the inherent accuracy (or inaccuracy) of the methods. Again, thisis a
very common fault. State clearly how many times each complete experiment was done and how
many times each individual determination was done. Understanding the likely reproducibility of your
measurements is of crucial concern. Data given in Tables and Figures should be understandable
without recourse to the text: you can add key information regarding experimental procedures in
footnotes and omit such details from the Methods section. It is essential that all non-standard
abbreviations used in the Table are re-defined.

Indicate the approximate position of the Table by a note in the margin of the text.

Figures Make sure these will reproduce satisfactorily: lines, symbols and lettering must be clear, of
equal blackness and are thick enough to be easily read when reproduced at a single column width
(7.5 cm). Please do not use color when the figure can be easily printed in black and white. Please
give adequate footnotes so that figures can be understood without recourse to the text. Please ensure
100% relative values of data are also given in absolute values in the legend.

Each figure should be given on a separate sheet with their number clearly stated. The captions
should be grouped together and placed on another separate sheet that follows the Tables but
precedes the Figures. If a figure requires to be printed in color, please advise the Editor why this is
justified.



Please indicate the approximate position for the figure with a note given in the margin of the text.

Photographs These must be high-contrast and be in black and white that will show the key details
when printed. Colour photographs may be printed without charge if, in the opinion of the Editor, colour
will enhance the illustration. Do not copy print-outs from recorders or computers attached to
instruments - these are rarely of publishable quality. Do not scan-in material as it is impossible for
such material to be processed later. Avoid making black and white copies from coloured photographs
- these do not have sufficient contrast. For photomicrographs, scale bars must be added on the print
itself and the size of the bar then given in the legend.

Gene sequences These are no longer published by the Journal and should be lodged in an
appropriate database. The accession number of the sequence should be quoted in the manuscript. If
parts of these sequences are relevant to the paper, then they may be given as Supplementary Data —
see above.

References No more than 15 are usually necessary; if more, then you are probably over-reviewing
the past literature and please consider if the number can be decreased. Please use the correct style -
see Notes to Authors. Please ensure the references in the text match the ones given in the list.

General Points (common errors all too frequently made).

Reproducibility of results The number of times a complete experiment has been carried out,
together with the number of samples analysed on each occasion, should be indicated either in the
Methods or in the Tables or Figures. The range of values should be indicated by % in a table, or by an
error-bar in a figure.

Accuracy All values should be quoted within the experimental accuracy of the protocol being used,
taking into account the type of analysis and instrumentation being used. Please avoid the use of non-
significant zeros in numerical values (e.g. write 10 g glucose NOT 10.0 g glucose, or even 10.00 g
glucose, etc.).

Please avoid using ‘reduce’ when you mean ‘decrease’ or ‘lower’ particularly in the context where
there may be (bio)chemical reductions.

Units: please always leave a space between the number and the unit; e.g. 100 mM not 100mM.

Do not use a fold-decrease (e.g. a 5-fold decrease) as the meaning of this is never clear. Use %
decrease instead.

Avoid ‘ppm’ and where possible ‘%’ but give as mg/l (mg ") or g/l (g I'') etc. Sl units and permitted
alternatives are to be used. Use correct abbreviations for standard units: h not hr, g not gr etc. If you
use %, always state if this is v/v, w/v, v/iw or w/w. Abbreviations are never made plural. Do not use
normalities for solutions; molarities (M) should be given instead. Please note that the journal prefers
the use of M (and mM etc.) rather than mol I" or mmol I"".

Avoid redundant words or phrases such as ‘a blue colour’, ‘at a temperature of 30°C’, ‘at a wavelength
of 340 nm’, ‘at a concentration of 2 g/l etc.” (Blue is a colour and does not need stating!) Also
phrases such as ‘It was observed that...” or ‘It can be seen from Table 2 that...” are also redundant
and may, without exception, be deleted or decreased to ‘Table 2 shows that...’.




Concentrations are given as 10 g ethanol/l not 10 g/l ethanol; 5 mg kanamycin/ml etc. Mixtures of
solvents are given as chloroform/methanol (2:1, v/v) or methanol/water/acetic acid (60:35:5, by vol.).

For presentation of cell growth, please give as dry weight values for microbes, plant and animal cell
cultures. Values as wet weights are not acceptable. Optical densities (or turbidities) must be
converted to the corresponding cell dry wt values. Please do not say “exponential (or logarithmic)
growth” unless you have clear data to support that such rates were achieved. Most frequently,
arithmetic growth rates are attained in most cell growth systems in spite of many statements to the
contrary.

Please use non-standard abbreviations sparingly: these confuse more often than not and are unlikely
to save more than 1 or 2 lines of space in the whole paper. Only use if they are replacing lengthy
phrases or chemical names.

Please, please check your paper very carefully. We print directly from the copy you have
supplied Editors miss mistakes like everyone else, so please check your paper carefully.
PROOFS ARE NOT SUPPLIED TO AUTHORS. We want to produce a perfect paper for you and
for you to be completely satisfied with the way it has been published.

FINALLY: PLEASE USE THE ACCOMPANYING AUTHORS’ CHECKLIST TO ENSURE THAT YOU
HAVE FOLLOWED ALL OUR INSTRUCTIONS.
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SCOPE OF THE JOURNAL

Brazilian Journal of Microbiology, published by the Brazilian Society of Microbiology, publishes original research
papers, short communications and, occasionally, reviews, covering all aspects of Microbiology. The publication is free of
charge.

The following categories of papers are acceptable for publication in Brazilian Journal of Microbiology:

Research paper: the research paper reports results of original research, which has not been published elsewhere.

Short Communication: a Short Communication is a concise account of new and significant findings.
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SUBMISSION OF A MANUSCRIPT
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the submission.

Responsibility for the accuracy of the manuscript content lies entirely with the authors.

PUBLICATION OF A MANUSCRIPT

Manuscripts are accepted for publication after having been critically reviewed by at least two referees, indicated by the
Editors.

The suggestions and recommendations of the reviewers and Editors will be forwarded electronically to the corresponding
author, who should return the reviewed manuscript to the Editors within the stipulated date, via online system. Whenever
applicable, the corresponding author should explain or comment each modification introduced in the text.

The corresponding author will receive an electronic message whenever the manuscript moves from one status to the next.

Membership in Brazilian Society for Microbiology is not a prerequisite for submission of a manuscript for publication.
Nonmember scientists from Brazil and other countries are invited to submit papers for analysis.

PREPARATION OF A MANUSCRIPT

The manuscript should be submitted as one single PDF file, containing the whole text, figures, tables, etc. Only
manuscripts written in English will be considered.

For research papers, the PDF file should contain:

a. Title

b. Abstract (up to 250 words)

c. Three to five key-words

d. Title (Titulo) in Portuguese*

e. Abstract (Resumo) in Portuguese (up to 250 words)*

f. Key words (palavras-chave) in Portuguese*



g. Introduction

h. Materials and Methods

i. Results

j- Discussion

k. Acknowledgements (optional)

1. References
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a. Title
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i. References
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two figures or two tables, or one table and one figure.
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Process Biochemistry is an application-orientated research journal devoted to reporting advances with originality
and novelty, in the science and technology of the processes involving bioactive molecules or elements, and living
organisms ("Cell factory" concept). These processes concern the production of useful metabolites or materials, or
the removal of toxic compounds. Within the segment "from the raw material(s) to the product(s)", it integrates
tools and methods of current biology and engineering. Its main areas of interest are the food, drink, healthcare,
energy and environmental industries and their underlying biological and engineering principles. Main topics
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covered include, with most of possible aspects and domains of application: fermentation, biochemical and
bioreactor engineering; biotechnology processes and their life science aspects; biocatalysis, enzyme engineering
and biotransformation; downstream processing; modeling, optimization and control techniques.

Submission of manuscripts

Authors are requested to submit their manuscripts electronically, by using the EES online submission tool at =+
http://ees.elsevier.com/prbi/. After registration, authors will be asked to upload their article, an extra copy of the
abstract, and associated artwork. The submission tool will generate a PDF file to be used for the reviewing
process. The submission tool generates an automatic reply and a manuscript number will be generated for future
correspondence.

A cover letter should be submitted on line by authors together with the manuscript, which includes the following
points: 1) all authors agree to submit the work to PRBI, 2) the work has not been published/submitted or being
submitted to another journal, 3) the novelty and significant contribution of the submitted work are briefly
described.

In their on-line submission, authors are required to suggest at least two independent referees (up to five, outside
their own institution) with their email addresses. But, the selection of the referees is up to the Editors. All
submissions will be reviewed by two referees. Manuscripts will be pre-screened for suitability and may be returned
to the authors without peer review if they do not meet the criteria for originality and novelty or cause
misunderstanding.

When a manuscript is rejected by one editor, generally it should not be resubmitted to another editor in its
original version, and should be, unless specific problem, resubmitted after appropriate modifications, to the same
editor. It is up to the discretion of the editors to reconsider such revised manuscripts as new submissions. Please
include a letter of transmittal explaining why a revised manuscript should be reconsidered by the editors, a
detailed response to the issues raised by the reviewers and the editor for the original version, and a concise
outline of the revisions. Any corresponding author or co-author of one manuscript which has been rejected
(without resubmission encouragement) must not resubmit a similar manuscript. If so, these authors will have a
punishment of two years of prohibition to submit.

It is highly recommended to validate the pertinent and main data of the manuscripts by reproducibility assays,
that is to say to give in the corresponding (parts of the) Tables their mean values and standard deviations, and in
the corresponding (parts of the) Figures their error bars. These data should be then obtained with a minimum of
triplicate assays.

Moreover the authors must give a list of all related manuscripts/papers, whether in submission or in press.

Format and type of manuscripts

Process BiochemistryProcess Biochemistry accepts three types of manuscripts: Full length articles, Short
communications and Reviews. The texts should be double-spaced with all lines numbered and be as concise as
possible. All manuscripts must be submitted in the following format: the first page includes the title, the authors'
first and last names [with the corresponding author indicated by an asterisk*], addresses [with a superscript letter
to indicate a different address], and corresponding author's fax and email; the second page includes the abstract
and six key words; subsequent pages include the Introduction, Materials and methods, Results, Discussion,
Acknowledgement(s), and References. Tables and figures are included after References with a separate page for
each. For experimental design results, as they are scientifically non exploitable, 3D figures are generally
discouraged. Indicate then only the pertinent data in 2D diagrammes. Page numeration starts from the first page.
The Results and Discussion sections may be combined but be thorough in the discussion about the novelty and
impact of the submitted work. Articles without sufficient discussion will be systematically rejected. Legends for
tables and figures should be complete and concise: one figure or one table should be perfectly understandable
with its own legend, and incomplete legends will not be accepted.

Full length articles (FLA) should not generally exceed 25 double-spaced pages of text (not including the
references) and should not contain more than 15 figures and/or tables.

Short communications (SCO) should not exceed 10 double-spaced pages of text (not including the references) and
no more than 5 figures and/or tables.

Reviews (REV) should not generally exceed 20 double-spaced pages of text (not including the references) and
should not contain more than 10 figures and/or tables.
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Accelerated publications can sometimes be taken into consideration. The authors should then clearly motivate the
reasons of the accelerated way in the cover letter.

Each paper should be provided with an abstract of 100-150 words for Short Communications and 150-200 words
for Full Length Articles and Reviews, reporting concisely on the purposes and results of the paper, and also six
keywords.The title of the paper should unambiguously reflect its contents. Where the title exceeds 70 characters a
suggestion for an abbreviated running title should be given.

The SI system should be used for all scientific and laboratory data: if, in certain instances, it is necessary to
quote other units, these should be added in parentheses. Temperatures should be given in degrees Celsius. The
unit 'billion' (109 in America, 1012 in Europe) is ambiguous and should not be used.

Abbreviations for units should follow the suggestions of the British Standards publication BS 1991. The full stop
should not be included in abbreviations, e.g. m (not m.), ppm (not p.p.m.), % and / should be used in preference
to 'per cent' and 'per'. Where abbreviations are likely to cause ambiguity or may not be readily understood by an
international readership, units should be put in full.

Footnotes should be avoided especially if they contain information which could equally well be included in the text.
The use of proprietary names should be avoided. Papers essentially of an advertising nature will not be accepted.

Colour illustrations in the print version are reproduced at the author's expense. The publisher will provide the
author with a cost estimate upon receipt of the accepted paper. Colour illustrations in the online version are
always at no cost to the authors.

References: References should be cited at the appropriate point in the text by a number in square brackets. A list
of references, in numerical order, should appear at the end of the paper. All references in this list should be
indicated at some point in the text and vice versa. Unpublished data or private communications AND WEBSITE
ADDRESSES should not appear in the list. Examples of layout of references are given below.

[1] Hsieh C, Hsu TH, Yang FC. Production of polysaccharides of Ganoderma lucidum (CCRC36021) by reusing thin
stillage. Process Biochem 2005;40:909-916.

[2] Stephanopoulos GN, Aristidou AA, Nielsen JE. Metabolic engineering: principles and methodologies. New York:
Academic Press; 1998. p. 494

[3] Zhong 1], Yoshida T. Rheological chracteristics of suspended cultures of Perilla frutescens and their
implications in bioreactor operation for anthocyanin production. In: Ryu DDY, Furusaki S editors. Advances in
Plant Biotechnology. Amsterdam: Elsevier Science; 1994. p. 255-279.

[4] Lima R, Salcedo, RL. An optimized strategy for equation-oriented global optimization. In: Grievink J, Schijndel
JV. editors. 10th European Symposium on Computer Aided Chemical Engineering. New York: Academic Press;
2002. p. 913-918.

[5] Curtin CD. Towards molecular bioprocessing as a tool to enhance production of anthocyanins in Vitis vinifera L.
cell suspension culture. Australia: Flinders University; Ph.D. thesis; 2004. p.250.

[6] Snow-Brand-Milk-Prod. Lysozyme purification by affinity chromatorgraphy on crosslink chitosan sulfate. Jpn.
Patent. JP 05260-966. 92.03.24.

[7] Enfors SO, editor. Physiological stress responses in bioprocesses. Advances in Biochemical
Engineering/Biotechnology. vol. 89. Berlin: Springer; 2004. p. 244.

[8] Schweder T, Hecker M. Monitoring of stress response, In: Enfors SO, editor. Physiological stress responses in
bioprocesses. Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology vol. 89. Berlin: Springer; 2004. p. 47-71.

Language Polishing : For authors, who require information about language editing and copyediting services pre-
and post-submission, please visit =+ http://www.elsevier.com/wps/find/authorhome.authors/languagepolishing or
contact authorsupport@elsevier.com for more information. Please note Elsevier neither endorses not takes
responsibility for any products, goods or services offered by outside vendors through our services or in any
advertising. For more information please refer to our Terms & Conditions =#
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US National Institutes of Health (NIH) voluntary posting (" Public Access") policy Elsevier facilitates author posting
in connection with the voluntary posting request of the NIH (referred to as the NIH "Public Access Policy", see &
http://www.nih.gov/about/publicaccess/index.htm) by posting the peer-reviewed author's manuscript directly to
PubMed Central on request from the author, after formal publication. Upon notification from Elsevier of
acceptance, we will ask you to confirm via e-mail (by e-mailing us at NIHauthorrequest@elsevier.com) that your
work ha received NIH funding (with the NIH award number, as well as the name and e-mail address of the Prime
Investigator) and that you intend to respond to the NIH request. Upon such confirmation, Elsevier will submit to
PubMed Central on your behalf a version of your manuscript that will include peer-review comments, for posting
12 months after the formal publication date. This will ensure that you will have responded fully to the NIH request
policy. There will be no need for you to post your manuscript directly to PubMed Central, and any such posting is
prohibited. Individual modifications to this general policy may apply to some Elsevier journals and its society
publishing partners.

Proofreading

One set of proofs, as an e-mail PDF, will be sent to the corresponding author as given on the title page of the
manuscript. Only typesetter's errors may be corrected; no changes in, or additions to, the edited manuscript will
be allowed. Elsevier will do everything possible to get your article corrected and published as quickly and
accurately as possible. Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one
communication. Subsequent corrections are not possible, so please ensure your first sending is complete.

Offprints

Twenty-five offprints of each paper will be provided free of charge. Additional copies may be ordered at the prices
shown on the price list which will be sent by the publisher to the author together with the offprint order form upon
receipt of the accepted manuscript.

Author enquiries

For enquiries relating to the submission of articles (including electronic submission where available) please visit
the journal homepage at =+ http://www.elsevier.com/locate/prbi. The journal homepage also provides the facility
to track accepted articles and set up e-mail alerts to inform you of when an article's status has changed, as well
as detailed artwork guidelines, copyright information, frequently asked questions and more. Contact details for
questions arising after acceptance of an article, especially those relating to proofs, are provided after registration
of an article for publication.

Online manuscript tracking

Authors can keep a track on the progress of their accepted article, and set up e-mail alerts informing them of
changes to their manuscript's status, by using the "Track a Paper" feature. For more information, visit =
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