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RESUMO

ORNELAS, Ana Paula Rodrigues de Castro, M.S., Universidade Federal de

Vigosa, setembro de 2001. Atividade de [-galactosidase em
Kluyveromyces marxianus var. lactis na fase de desaceleracio do

crescimento em soro de queijo ultrafiltrado. Orientadora: Flavia Maria
Lopes Passos. Conselheiros: Célia Alencar de Moraes e Jorge Luiz
Cavalcante Coelho.

A levedura Kluyveromyces marxianus var. lactis (K. lactis) foi cultivada
em soro de queijo ultrafiltrado (SUF) em regimes de batelada e continuo com
o objetivo de investigar as condigdes fisiologicas que levam ao aumento e a
queda da atividade de [-galactosidase na entrada da fase de desaceleracao do
crescimento. As fases fisiologicas do crescimento no cultivo em batelada
foram caracterizadas, e observou-se que as concentragdes iniciais de células de
DOgq 0,1, 0,2 € 0,3 afetam a velocidade de crescimento, porém a delimitacao
das fases de crescimento ¢ semelhante. A fase estacionaria do crescimento foi
apenas iniciada em 144 horas, o que permitiu uma longa fase de desaceleragdo
do crescimento. O aumento ¢ a queda na atividade de [(-galactosidase foram
acompanhados durante os cultivos, assim como a utilizagdo de lactose e a
formagdo e o consumo de etanol, além do perfil eletroforético da [3-

galactosidase intra e extracelular. Os picos de atividade maxima da enzima
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foram encontrados no final da fase log e no inicio da fase de desaceleragdo nas
culturas conduzidas em regime de batelada e no cultivo continuo na taxa de
diluicdo de 0,09 hi'. Nessas condicdes, as concentra¢des de lactose no meio
ndo se correlacionaram com o maximo de atividade da enzima. Apds a queda
da atividade maxima, havia ainda lactose no meio e o etanol em concentragdes
crescentes. Desta forma, a queda na atividade nao estd relacionada com a
exaustdo de lactose no meio, nem com o crescimento diauxico a custa do
etanol, embora durante a fase de desaceleracao do crescimento tenha sido
observada diauxia quando a concentragdo de lactose era limitante. Outros
picos de atividade foram evidenciados antes e ap6s o pico maximo, onde
foram obtidos os mesmos resultados. A [-galactosidase das amostras das
culturas em batelada e continua foi analisada em gel de poliacrilamida
desnaturante e indicou a inexisténcia de uma relacao direta entre a atividade da
enzima e a concentragdo da proteina, com exce¢do nos tempos em que a
atividade ¢ maxima, quando houve aumento da intensidade da banda protéica
no gel. Nas amostras de sobrenadante de ambas as bateladas e da cultura
continua submetidas a andlise em gel, ndo se encontrou [3-galactosidase,
indicando que o etanol produzido ndo permeabilizou K. lactis. Cerca de 55 a
69% da lactose em ambos regimes de cultivo, foram convertidos em etanol. E,
a variacdo ciclica da cinética de atividade durante o cultivo em regime de
batelada e regime continuo pode ser explicada pelos eventos de regulacao da

sintese e da atividade de -galactosidase.
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ABSTRACT

ORNELAS, Ana Paula Rodrigues de Castro, M.S., Universidade Federal de

Vigosa, September of 2001. B-galactosidase activity in Kluyveromyces
marxianus var. lactis in the late log phase of growth in ultrafiltered

cheese whey. Adviser: Flavia Maria Lopes Passos. Committee Members:
Célia Alencar de Moraes e Jorge Luiz Cavalcante Coelho.

The yeast Kluyveromyces marxianus var. lactis (K. lactis) was cultivated
in ultrafiltered cheese whey (UCW) in batch and continuous culture with the
aim to investigate the physiological conditions that lead to the increase and
decrease of the activity of [(3-galactosidase in the beginning of the late log
phase of growth. The physiological growth phases were characterized in the
batch culture, and it was observed that the initial cell concentration of ODy,
0,1, 0,2 e 0,3 affected the growth velocity. However, the delimitation of the
growth phases is similar. The stationary phase of growth started after 144
hours, which enabled a long late log phase of growth. The increase and the
decrease in the B-galactosidase activity were monitored during the cultivation,
as well as the use of lactose, the formation and consumption of ethanol as well
as the electrophoretical profiles of intra cellular and extra cellular [3-

galactosidase. The peaks of maximum activity of the enzyme were found in



the end of the log phase, and in the beginning of the late log phase in batch
culture, and in the continuous culture at the dilution rate of 0,09 h'. Under
these conditions, the lactose concentrations in the medium did not correlate
with the maximum activity of the enzyme. After the maximum activity, there
was still lactose in the medium and a rising concentration of ethanol.
Therefore, the decrease of activity is not related to the exhaustion of lactose in
the medium nor with the diauxic growth due to the ethanol. Albeit, during the
late log phase of growth slight diauxic growth was observed when the lactose
concentration was limiting. Other peaks of activity were noticed before and
after the maximum peak, where the same results were obtained. [3-
galactosidase of the batch and continuous culture samples was analyzed in
denaturing polyacrylamide gel and showed that a direct relationship between
the enzyme activity and the protein concentration does not exist, except in the
maximum activity times, when there was some increase in intensity in the
proteic band of the gel. In the supernatant samples of both batch and
continuous culture submitted to gel electrophoresis, [-galactosidase was not
found, implying that the ethanol produced did not permeabilize K. lactis. Fifty
five to sixty nine percent of the lactose in both cultures was converted to
ethanol. And, the cyclical variation in the kinetic of the activity during the
cultivation in batch and continuous culture can be explained through the

regulation events of the synthesis and the activity.
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1. INTRODUCAO

A levedura Kluyveromyces marxianus var. lactis (K. lactis) possui
grande potencial biotecnologico e tem sido tradicionalmente empregada na
produgdo de [3-galactosidase, para hidrolise da lactose no leite e seus
derivados. Recentemente, tem atraido a atencdo como hospedeira na producao
de proteinas recombinantes de interesse industrial.

A habilidade de assimilar lactose via permease e [3-galactosidase
intracelular permite o cultivo dessas leveduras em soro de queijo, subproduto
de baixo custo e altamente disponivel. O soro de queijo contém lactose e
proteinas, além de algumas vitaminas e minerais. As proteinas contidas neste
soro, especialmente Q-lactoalbumina e [-lactoglobulina, podem ser
aproveitadas pela industria alimenticia, apds separagdo e concentracdo por
ultrafiltragdo. Entretanto, a lactose e os sais freqiientemente presentes no soro,
em razao de seu menor valor agregado, sdo freqlientemente descartados no
efluente, o que gera poluicdo ambiental. Desta forma, a utilizacdo do soro de
queijo como meio de cultura estd entre as opg¢des convenientes para o seu
aproveitamento.

A produgdo de [P-galactosidase pela K. lactis tem sido estudada
extensivamente, € o consenso € de que sua inducao na presenca de lactose esté

associada ao estado fisioldgico da cultura e aumenta em pulsos durante o



cultivo em batelada. A atividade da enzima por unidade de concentragao de
células ¢ maxima na entrada da fase estacionaria do crescimento em batelada,
caindo em seguida, quando a lactose ainda ¢ detectada no meio.

Acredita-se que o aumento da atividade de [-galactosidase esteja
relacionado com a concentragdo ideal de lactose no meio, resultando na
inducdo do lac-gal regulon. J4 a queda da atividade pode ser causada por
inimeros fatores fisiolégicos que determinam essa fase do crescimento, entre
0s quais a resposta ao estresse nutricional e aos produtos do metabolismo
primario, como etanol. A oxidacao posterior do etanol pode aumentar a massa
de células desproporcionalmente a produgdo de [-galactosidase, o que levaria
a dilui¢do da enzima. Sinais externos também podem levar a célula a canalizar
a sua energia para sintetizar outras proteinas que lhe garantam a assimilacao
dos nutrientes remanescentes no meio, pois, na fase de desaceleracao do
crescimento populacional em batelada, observa-se o aumento de proteinas
secretadas, como fosfatases, proteases e permeases, entre outras. Finalmente, a
permeabilizacdo da membrana pelo etanol poderia resultar na liberagdo da [3-
galactosidase no sobrenadante, reduzindo sua atividade intracelular.

Diante de tantas questdes nao esclarecidas, este trabalho teve como
objetivo investigar as condi¢oes fisiologicas que levam ao aumento e a queda
da atividade de [-galactosidase por K. lactis cultivada em soro de queijo

ultrafiltrado, durante a fase de desaceleragdo do crescimento populacional.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Kluyveromyces lactis, aplicacio e potencial fisiolégico

A levedura K. marxianus var. lactis (K. lactis), anteriormente
classificada como Saccharomyces lactis (Dombrowski, 1910, citado por
BONEKAMP e OOSTEROM, 1994), pertence a tamilia Saccharomycetaceae,
subfamilia Saccharomycetoideae, tendo sido reclassificada em 1984 devido a
incapacidade de cruzamento com Saccharomyces cerevisiae (Van der Walt e
Johannson, 1984, citados por BONEKAMP ¢ OOSTEROM, 1994).

O FDA (Food and Drug Administration) reconhece a K. lactis como
microrganismo GRAS (Generally Recognized As Safe), o que a qualifica para
aplicagdes & interesse na alimentagdo e na saide humana e animal. Ainda,
confirma que sua presenga em produtos lacteos ¢ normal e até mesmo
necessaria, ndo tendo nenhum relato de toxicidade e patogenicidade sido
relacionado a presenca dessa levedura em alimentos (BONEKAMP e
OOSTEROM, 1994). Além disto, K. lactis ¢ uma das poucas leveduras na
natureza capazes de assimilar a lactose (o agucar do leite) como unica fonte de
carbono e energia, o que a torna um microrganismo atrativo para a industria
alimenticia (DICKSON e MARKIN, 1980). Essa caracteristica tem sido

investigada ao longo de décadas, e o cultivo de K. lactis em soro de queijo tem



surgido como opg¢ao pratica para o aproveitamento desse subproduto da
industria de queijo.

Nas décadas de 50 e 60, segundo BONEKAMP e OOSTERON (1994),
a énfase foi a produgdo de biomassa protéica de elevado valor nutricional por
K. lactis cultivada em soro, para servir como suplemento alimentar ou racao
animal. Além disto, sua habilidade de assimilar lactose vem sendo explorada
na sintese de [3-galactosidase, enzima necessaria para crescimento em lactose.
Esta enzima ¢ importante na produg¢do de leite hidrolisado e de capsulas
enzimaticas para individuos intolerantes 4 lactose (RICHMOND e GRAY,
1981), e também ¢ utilizada na indastria de alimentos, para estabilizar
produtos concentrados do leite e evitar a textura arenosa devido a cristalizagao
da lactose (RICHMOND e GRAY, 1981; KULIKOVA et al., 1990;
BONEKAMP e OOSTEROM, 1994; SOMKUTI e HOLSINGER, 1997;
CARVALHO, 1999). Atualmente, K. lactis tem recebido destaque na
producdo de proteinas recombinantes (BONEKAMP e OOSTEROM, 1994;
INCHAURRONDO et al.,, 1994), devido a facilidade em manipular
geneticamente suas células, pela disponibilidade de vetores integrativos, por
sua adaptacao em processos fermentativos automatizados em larga escala, pelo
lac-gal regulon, que controla a sintese de [3-galactosidase, dispondo de um
promotor forte e induzido, e finalmente pelo potencial de secretar proteinas
recombinantes de alto peso molecular (ENCARNACION e DOMINGUES,
1998).

Além dessas aplicacdes, a capacidade de K. lactis crescer em soro de
queijo, substrato de baixo custo gerado em grandes volumes pela industria de
queijo, estimula a sua otimizacdo para fins biotecnoldogicos (ROMANOS et
al., 1992; NUNES et al., 1993; BARBA etal., 2001).

O soro de queijo ¢ o fluido obtido apods a precipitagdo da caseina do
leite durante a fabricacdo de queijos. Representa cerca de 85-95% do volume
do leite e retém cerca de 55% de seus nutrientes (SISO, 1996). Em geral, sua
composi¢do ¢ de 93% de agua e de 7% de solidos totais, distribuidos em 4,9%

de lactose, 0,9% de fontes de nitrogénio (0,5% de [-lactoglobulina e «-



lactalbumina e 0,4% de creatinina, creatina, uréia, acido urico, aminoacidos e
amonia), 0,6% de cinza, 0,3% de gordura, 0,2% de acido latico, além de
algumas vitaminas, A, C, B, B;;, tocoferol, tiamina e riboflavina e minerais,
como fosfato, calcio, potassio, sodio ¢ magnésio (WHITTIER et al., 1950;
SMITHERS et al., 1996; SISO, 1996). As proteinas [3-lactoglobulina e «-
lactalbumina possuem valores nutricional e funcional importantes para a
industria alimenticia e farmacéutica, podendo ser aproveitadas apds a
separacdo e concentracdo por ultrafiltragdo, em membranas com corte de
exclusdo na ordem de 10 KDa, formando o permeado ou o soro ultrafiltrado
(SUF) (KENNEDY, 1985). No SUF permanece a lactose, os sais € 0s
constituintes de baixo peso molecular, que em razdo de seu menor valor
agregado sdo freqiientemente descartados no efluente, constituindo fonte de
polui¢ao ambiental (SMITHERS et al., 1996, WIT, 1998). Desta forma, K.
lactis serve tanto como fonte de [3-galactosidase para diversos fins industriais
(SISO et al., 1992), quanto como agente para bioconversdao do soro de queijo.
Além disto, pode promover a fermentacdo da lactose em etanol (SISO et al.,
1996). Mas devido ao potencial de seu metabolismo oxidativo, a produgdo de
etanol por K. lactis tem sido negligenciada, embora nos ultimos anos, varios
pesquisadores tenham reavaliado essa possibilidade em funcdo do rduzido
nimero de microrganismos capazes de metabolizarem lactose a etanol (SISO
et al., 2000).

Dessa forma, varias alternativas tém sido estudadas. Uma delas consiste
na hidrélise prévia da lactose por [3-galactosidase e na subseqiiente
fermentagao por Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae), levedura de
metabolismo essencialmente fermentativo (CHAMPAGNE e GOULET,
1988). No entanto, quando S. cerevisiae usa a mistura glicose e galactose
como fonte de carbono, ocorre o crescimento diduxico e conseqiientemente, a
baixa produc¢do de etanol. Outra alternativa atualmente considerada consiste na
expressdo dos genes do sistema que codificam a [-galactosidase e lactose
permease de K. lactis em S. cerevisiae (Russel, 1986, Sreekrishna e Dickson,

1985 e Farahnak et al., 1986, citados por SISO, 1996). Por enquanto, essas



leveduras recombinantes apresentam baixo crescimento e reduzida
estabilidade genética quando cultivadas em biorreatores (JEONG et al., 1991).
Ultimamente, alguns  estudos tém  focalizado o  metabolismo
respirofermentativo de K. lactis no soro, € observa-se que sob condigdes de
baixa aeragdo a concentragao de etanol produzido a partir da lactose nao deve
ser subestimada ou negligenciada (SISO et al., 1996; KIERS et al., 1998;
SISO et al., 2000).

2.2. Assimilacio de lactose e regulacao da sintese de B-galactosidase

A levedura K. lactis assimila lactose, gracas a presenca dos genes
LACI2 e LAC4, que codificam lactose permease ¢ [3-galactosidase,
respectivamente. Esses genes sdo controlados no nivel transcricional e sdo co-
regulados com os genes GALI (galactoquinase), GAL7 (galactoepimerase),
GALI0 (galactotransferase), que participam da via Leloir para utilizagdo da
galactose (DICKSON e RILEY, 1989). Essa co-regulagao ¢ mediada por um
ativador transcricional Lac9p ou KLGal4p (homoélogo a Galdp de S.
cereviseae). A ativagao do Lac9p requer a absor¢dao de lactose, pela lactose
permease e atividade de [3-galactosidase, pois o indutor deste regulon ¢ a
galactose intracelular (BREUNIG et al., 2000).

DICKSON E RILEY (1989) foram os primeiros a propor um modelo
para o “lac-gal regulon” de K. /actis, nos estados ndo-induzido e induzido. O
centro deste modelo ¢ a proteina reguladora positiva Lac9p, que possui um
dominio de ligacdo no DNA e outro na extremidade carboxilica para interacao
com a proteina Lac10p (regulador negativo) ou K1Gal80p (homoélogo a Gal80p
de S. cereviseae). No estado nao-induzido, auséncia de galactose, LaclOp
regula negativamente Lac9p, interagindo com seu dominio de ativagao. Além
disto, a inducdo basal da expressao do gene LACI0 por Lac9p em tipos
selvagens cria um loop feedback negativo, impedindo Lac9p de se ligar ao seu
proprio  promotor (SCHAFFRATH e BREUNIG, 2000). Segundo
ZAICHAIRE E BREUNIG (1993), ¢ a expressao do gene LACY que ira



influenciar a ativacdo dos genes do lac-gal regulon. Sendo assim, existe um
equilibrio delicado entre ativador e repressor nesse regulon.

No estado induzido ocorre a interacdo da proteina Lac10p com Gallp
ou KlGal3p (homologo a Gal3p de S. cereviseae), uma enzima com natureza
bifuncional, possuindo, uma atividade de galactoquinase e¢ uma fung¢ado
reguladora, sendo ambas as funcdes separaveis por mutagdo. A interagdao de
LaclOp com Gallp foi confirmada in vitro por ZENKE et al. (1993), e
depende da atividade reguladora e ndao da enzimatica de Gallp, além de
requerer galactose e ATP, sugerindo que a ligacdo do substrato na
galactoquinase leva a mudang¢a na sua conformacdo, o que permite sua
interacdo com LaclOp e a conseqiiente ativacdo de Lac9p (BREUNIG et al.,
2000). A fosforilagdo da galactose ndo ¢ requerida para a indugdo, ao
contrario, conduz ao consumo do indutor e assim prové um vinculo direto
entre o metabolismo e a regulacio (SCHAFFRATH e BREUNIG, 2000). A
proteina Lac9p liberada ativa a transcricdo dos genes estruturais que
participam do lac-gal regulon, por se ligar a uma seqiiéncia especifica anterior
aos promotores desses genes (DICKSON e RILEY, 1989).

A incapacidade de Lac9p induzir os genes do lac-gal regulon também
ocorre na presenga de glicose, o que caracteriza o fendmeno de repressao
catabodlica (ZAICHAIRE e BREUNIG, 1993; SCHAFFRATH e BREUNIG,
2000). Basicamente, a repressao catabdlica ¢ primariamente causada na regiao
promotora do gene LACY, pois existe variacdo no nivel de repressdo em
diferentes estirpes de K. lactis (DICKSON e RILEY, 1989). Um estudo
realizado por ZAICHAIRE e BREUNIG (1993) demonstrou que uma
alteracdo de dois pares de bases na posicao 178 e 192, a partir de ATG na
regido promotora do gene LACY, foi suficiente para converter uma estirpe
repressivel em glicose em ndo-repressivel. De acordo com esses autores, a
repressao por glicose nos genes controlados por Lac9p ocorre quando a
relagdo glicose/galactose ¢ alta, pois sabe-se que a cinética de indugao
depende crucialmente da concentragdo de galactose, que acima de um ponto

critico permitird a expressdao do gene LACY, o que influencia ndo apenas a



expressao do gene LAC4, mas também do gene GALI, e provavelmente de
outros genes controlados por Lac9p, como o proprio LACY, que pela auto-
regulacdo amplifica as diferencas entre o ativador e o repressor.

Sendo assim, observa-se que a repressao por glicose no lac-gal regulon
de K. lactis ocorre quando, no interior da cé€lula, a concentragdo de glicose ¢
superior a de galactose, o que resulta na nao-indugdo por galactose, devido a
baixa produgdo da proteina Lac9p, o que implica baixa indu¢do do lac-gal
regulon. A medida que a concentracdo de galactose aumenta em relagdo a
glicose no interior da célula, a situacdo se reverte.

Apesar de haver repressdo por glicose no lac-gal regulon de K. lactis,
DICKSON e MARKIN (1980) observaram que essa repressdo € transitoria,
mais pronunciada no inicio do crescimento, mas sem efeito na taxa diferencial
final da sintese de [3-galactosidase, ndo impedindo assim a absor¢do e
utilizagao da lactose. Entretanto, INCHAURRONDO et al. (1998) acreditam
que a repressdo por glicose em K. lactis ¢ dependente da estirpe, pois existem

estirpes que possuem o lac-gal regulon fortemente reprimido por glicose.

2.3. Sintese de B-galactosidase durante o cultivo de Kluyveromyces lactis

Em meios que contém lactose como Unica fonte de carbono, a sintese
de B-galactosidase em K. lactis esta associada ao crescimento populacional.
Varios estudos tém sido realizados, e a observagao mais comum ¢ que a
atividade da enzima por unidade de concentracdao de células ¢ maxima na
entrada da fase estacionaria, caindo em seguida quando a lactose ainda ¢
detectada no meio (MAHONEY et al., 1974; DICKSON ¢ MARKIN, 1980;
INCHAURRONDO et al., 1994).

MAHONEY et al. (1974) observaram, em regime de batelada, que
quando K. fragilis era cultivada em meio YPL contendo 10% de lactose a
utilizacdo de lactose era mais rapida durante a fase exponencial de
crescimento € que a sua concentragdo diminuia mesmo apos a estabilizagdo da

massa de cé€lulas. Os autores ainda identificaram que o rendimento maximo da



enzima foi obtido no inicio da fase estacionaria do crescimento.

INCHAURRONDO et al. (1994) cultivaram, em regime de batelada,
varias linhagens de K. /actis em meio sintético contendo lactose, € obtiveram
maior atividade da enzima no inicio da fase estacionaria, o que coincidiu com
a exaustdo de lactose do meio. Esses autores afirmaram que a atividade total
da enzima permaneceu constante até pelo menos uma a duas horas apos o
inicio da fase estacionaria o que, indica que a enzima ndo foi degradada neste
tempo. No mesmo estudo, menos de 5% da lactose do meio foi convertida a
etanol. Outras pesquisas (MAHONEY et al., 1974; HOLMBERG et al., 1984)
mostraram que mais de 30% da lactose metabolizada foi convertida em etanol
por K. lactis CBS2360, K. marxianus ¢ K. fragilis, cultivadas em soro de
queijo ou em meio YPL em regime de batelada, o que resultou em baixo
rendimento da biomassa e crescimento diduxico apds a entrada na fase
estaciondria. A subseqiiente utilizacdo do etanol por K. /actis, de acordo com
aqueles pesquisadores, pode reduzir a necessidade de produgdo de [3-
galactosidase, embora BRANDI et al. (1996) ndao tenham detectado o
crescimento diduxico da K. /actis cultivada em SUF até 24 horas.

Segundo DICKSON e MARKIN (1980), K. lactis ativada em meio
minimo DS contendo sorbitol e cultivada em seguida em lactose apresenta
nivel maximo da atividade da enzima no inicio da fase estacionaria. A reducao
posterior de 80-90% na atividade da enzima nas células foi atribuida a diluigao
da populagdo com progénie de células advindas da divisao celular, na auséncia
da sintese da enzima ou sua inativacdo. A ocorréncia de repressdo da sintese
ou sua inativacdo da enzima nao foi esclarecida.

GENARI (1999), cultivando K. lactis e K. marxianus em SUF a
30°C/24 h/150 rpm, constatou a produ¢do méaxima da enzima no final da fase
exponencial, antes de entrar na fase estacionaria. O autor sugeriu que a
reducdo da atividade posterior a seu aumento deve ser uma resposta da célula
as alteracoes na concentragdo de indutores/repressores no meio de

crescimento.



A atividade maxima de [3-galactosidase coincide com o estado
fisioldgico particular da célula, fato este constatado pela maioria dos autores
citados (MAHONEY et al., 1974; DICKSON e MARKIN, 1980;
INCHAURRONDO et al. 1994; GENARI, 1999), que observaram que a
atividade da enzima por unidade de concentracdo de células aumenta no final
da fase exponencial ou na entrada da fase estacionaria, diminuindo logo em
seguida. Deve-se ressaltar que a fase estaciondria considerada por esses
autores corresponde desde 8 a 20 horas de cultivo, o que na verdade deve ser
chamado de fase de desaceleragdao do crescimento, uma vez que nesses tempos
de cultivo a velocidade de crescimento ainda nao é nula, variando com o
tempo.

Nota-se que a maioria dos conhecimentos obtidos da inducdo e
repressao de enzimas € derivada de estudos realizados em regime de batelada
(INCHAURRONDO et al., 1998). Observa-se que poucos dados estdo
disponiveis em estudos realizados em regime continuo, o que ofereceria a
vantagem de se ter a populacdo em condi¢des fisioldgicas constantes e bem
definidas (HOEK et al., 1998). Desta forma, uma anélise mais detalhada da
fase de desaceleragdao do crescimento de K. lactis em cultura continua pode
auxiliar no entendimento do aumento ¢ da queda na atividade de [3-
galactosidase observada em culturas cultivadas em regime de batelada, o que
implicard a definicdo de fatores determinantes do cultivo desta levedura e a

maxima produgao da enzima em escala industrial.

2.4. Fases fisiologicas de culturas de leveduras

A forma de reprodugdo vegetativa mais comum em levedura ¢ o
brotamento. Geralmente, os brotos sdo iniciados quando as células-mae
atingem um tamanho critico, que coincide com a sintese de DNA (WALKER,
1998). Em leveduras, cada divisdo produz um organismo adicional, mas antes
de produzir um par de células-filhas geneticamente idénticas, o DNA precisa

ser fielmente replicado, e os cromossomos replicados precisam ser segregados
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em duas células separadas, o que ¢ possivel por um sistema que controla o
ciclo celular (WALKER, 1998). O ciclo celular ¢ dividido em fases distintas: a
intérfase ¢ caracterizada por aumento da massa celular, quando as células
estdo se preparando para a divisdo celular, inclusive duplicando seu DNA (que
ocupa somente uma parte da intérfase chamada fase S); em seguida a fase M
compreende a mitose; a fase G1 € o intervalo entre o término da mitose e o
comeco da sintese de DNA; ¢ a fase G2 € o intervalo entre o final da sintese de
DNA e o inicio da mitose celular (WALKER, 1998). Essas interrupgdes
chamadas de G1 e G2 sdao importantes para permitir que o sistema de controle
do ciclo celular seja regulado por sinais provenientes do meio ambiente. Em
leveduras, sinais que regulam o ciclo agem no ponto de controle G1, que em
leveduras ¢ chamado de inicio (WALKER, 1998). Quando as circunstancias
ambientais impedem a divisdo celular, ¢ neste ponto do ciclo que muitas
células repousam, chamada fase GO (fase estaciondria), em que niao ocorre o
crescimento (WASHBURNE et al., 1993).

Segundo NEIDHARDT et al. (1990), o estado fisiologico da cultura ¢
caracterizado pelo tamanho das células e pela composicao macromolecular.
Quando uma levedura ¢ cultivada em meio definido nutricionalmente e
fisicamente, sob regime de batelada, ela aumenta inicialmente sua populacio a
uma velocidade maxima caracteristica daquelas condigdes. Mas em
determinado ponto, o crescimento populacional torna-se restrito por mudancas
no meio, impostas tanto pelo proprio crescimento microbiano, como por
alteragdes externas fisicas ou quimicas (WALKER, 1998).

Em fung¢ao dessas mudangas no meio de cultura durante o cultivo de um
microrganismo, observa-se uma curva sigmoidal tipica do aumento
populacional com o tempo. Essa curva mostra fases na populacdo com
propriedades fisiologicas distintas: fase lag, exponencial, de desaceleracao,
estacionaria e de morte (GRIFFIN et al., 1994). Entretanto, embora essas fases
possam ser bem delimitadas, a condicdo do regime de batelada implica

variagdes no meio e na populacdo com o tempo.
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Atualmente, muitos estudos tém focalizado a fase estacionaria do
crescimento populacional de culturas sob regime de batelada, pois ¢ nesta fase
que ha metabolismos alternativos e respostas complexas a condicdes de
estresse (RIOU et al., 1997) e a mutagdo espontanea ¢ mais suscetivel
(HEIDENREICH et al., 2001).

De acordo com GRIFFIN (1994), MOAT e FOSTER (1995) e RIOU et
al. (1997), a fase de transi¢do entre a fase exponencial e a fase estacionaria ¢
caracterizada por um estado fisiologico alterado, que envolve novos
comportamentos da célula, incluindo o declinio da replicacio do DNA
gendmico, inducdo de proteinas de estresse, aumento do estoque de
carboidratos, inducao e repressao de genes especificos relacionados a caréncia
nutricional (como genes de permeases e fosfatases, entre outros),
possibilitando a utilizacdo de substratos alternativos. Neste periodo, além da
escassez de nutrientes, aumentam os produtos do metabolismo como acidos
organicos, alcoois e ions de hidrogénio, que podem inativar enzimas.

BRUNO (1999) constatou que leveduras secretam baixa concentracao
de proteina no meio de cultura, mas a secregdo, por sua vez, ¢ diferenciada nos
diferentes estados fisioldgicos da célula. O autor observou que na fase de
crescimento em que ha estresse nutricional ocorre aumento no nimero de
proteinas secretadas para o meio de cultura pelas leveduras S. cerevisiae, K.
lactis e K. marxianus. Essas proteinas t€ém peso molecular entre 31.000 e
97.000 Da.

KAISER et al. (2000) relataram, recentemente, que a via de secre¢do de
certas permeases em levedura ¢ regulada pela fonte de nitrogénio do meio. As
permeases Gaplp e Putdp sdo distribuidas pela extremidade trans do Golgi,
em resposta a fonte de nitrogénio do meio. Em células de levedura cultivadas
em fonte pobre de nitrogénio, por exemplo, uréia, Gaplp e Putdp sdo
transportadas do Golgi para a membrana plasmatica, enquanto em células
cultivadas em uma fonte rica de nitrogénio, por exemplo, glutamato, Gaplp ¢

transportada do Golgi para o vacuolo.
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Dessa forma, tanto a concentragdo quanto a localizagdo de proteinas
responsaveis pelo metabolismo associado ao crescimento da célula parecem
responder ao seu estado fisioldgico, caracterizado pelas condigdes que
delimitam as fases de crescimento da cultura (DORAN e BAILEY, 1986).

A variagdo na sintese e localizagcdo de enzimas em fung¢ao do estado de
estresse tem sido ultimamente explorada em varios aspectos, por diversos
pesquisadores. Segundo WASHBURNE et al. (1993), muitos compostos de
interesse potencial sdo produzidos e transformados por leveduras na fase
estaciondria, além da expressdo de novos genes, muitos deles com produto
secretado no meio.

Nesse sentido, RIOU et al. (1997), com o intuito de melhorar a
produ¢do de vinho por S. cerevisiae, procuraram identificar promotores de
genes especificamente ativados sob condicdes de processamento do vinho.
Nove genes, incluindo membros da familia HSP, mostraram indugdo na fase
estacionaria do crescimento. A expressao de um desses genes foi
posteriormente estudada por meio da fusdo HSP30::LACZ em vetores de
expressao, em que a produgao de B-galactosidase pelas células recombinantes,
foi observada. A intencdo dos autores foi explorar o sistema de regulagdo
desses genes na construcdo de células de S. cerevisiae mais eficientes no
processo de fermentacao.

Em um outro estudo realizado por ENCARNACION ¢ DOMINGUEZ
(1997), uma fosfatase acida codificada pelo gene KIPHOS5 de K. lactis teve
seu gene purificado e seqilienciado. Esse gene possui uma seqiiéncia-sinal de
secrecao e ¢ regulado em nivel transcricional, sendo induzido de 400 a 600
vezes, quando a célula esta em um meio com baixa concentracao de fosfato.
Posteriormente, os autores iniciaram um estudo da regido promotora do gene
KIPHO)S, identificando as seqiiéncias envolvidas no controle de sua expressao
em relagdo a concentragao de fosfato. Esse estudo culminou com um novo
sistema de expressao e secrecdo heterdloga em K. lactis, pela fusdo da regiao
promotora do gene KIPHOS5 com o cDNA de um hormonio de crescimento de

truta (tGH-1I). A regido promotora e a seqliéncia-sinal do gene KIPHOS5
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dirigiram a expressao do gene tGH-1I e a secrecao de sua proteina (tGH-II). A
sintese de tGH-II nos transformantes obtidos nessa constru¢do foi regulada
pelo fosfato presente no meio, assim a desrepressao da expressao da proteina
heterologa ¢ ativada em baixas concentragdes de fosfato.

Observa-se o quanto ¢ atual estudar as fases do crescimento
populacional das culturas e os fatores fisioldgicos associados a elas, em
especial a fase de desaceleracdo que corresponde ao periodo entre a fase
exponencial e a fase estacionaria do crescimento em batelada. Detalhar a fase
de desaceleragao pelo cultivo em regime continuo sob varias velocidades de
crescimento, isto ¢, diferentes condigdes fisiologicas predefinidas, podera
gerar informagdes que serdo importantes para explorar o potencial da K. lactis
na produ¢do de biomassa e proteinas de interesse biotecnologico, tanto
homologas, como [3-galactosidase, quanto heterdlogas, em uma perspectiva

futura.
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3. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisiologia de
Microrganismos do Departamento de Microbiologia, instalado no Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da Universidade Federal

de Vicosa, em Vigosa, Minas Gerais.

3.1. Kluyveromyces lactis

A levedura K. marxianus var. lactis (K. lactis) utilizada neste estudo ¢
proveniente da Universidade da Califérnia, Davis (USA), e estd mantida a -
80°C, em glicerol 20%, no banco de culturas do Laboratério de Fisiologia de

Microrganismos da Universidade Federal de Vigosa.

3.2. Meio de cultivo e producio do inoculo

O meio de cultura, em todas as modalidades de cultivo, foi o soro de
queijo mussarela ultrafiltrado (SUF) ndo-suplementado, do Instituto Candido
Tostes de Juiz de Fora, Minas Gerais. O SUF foi estocado a —20°C e
descongelado quando necessario. As proteinas remanescentes da ultrafiltracdo

foram decantadas apos o aquecimento, durante a noite. Posteriormente, o SUF
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foi filtrado em bomba a vacuo e ao sobrenadante foi adicionado 0,4% de
citrato de sodio, antes de autoclavar por 10 minutos.
A cultura de K. lactis foi ativada, inoculando-se ImL do estoque em

50 mL de SUF, e incubada por 18 a 24 horas a 30°C e 200 rpm.

3.3. Cultivo em batelada e definicdo das fases fisiologicas da cultura

K. lactis foi cultivada em regime de batelada em trés frascos de 1.000
mL, contendo um volume final de meio de cultura de 300 mL, por 22 horas,
sob agita¢do de 200 rpm a 30°C, em duplicata. A densidade otica a 600 nm
(DOggp) inicial foi de 0,1, 0,2 e 0,3, respectivamente, em cada frasco. Em um
segundo experimento em regime de batelada, a levedura foi cultivada nas
mesmas condi¢des, mas por 172 horas, com DOy, inicial de 0,04. A fase de
crescimento exponencial maxima foi delimitada pelo melhor ajuste da
regressao linear dos dados de log DOg(, com o tempo. A fase de desaceleracao
foi definida como sendo aquela posterior a fase exponencial e anterior a fase
estacionaria e caracterizada como a fase em que o U € maior que zero € menor
que Pmax, e a fase estacionaria foi caracterizada como aquela em que P = 0.
Espera-se que o estado fisioldgico da populaciao nas fases de desaceleracao e
estaciondria seja drasticamente diferente da fase anterior e que reflita as
limitacdes do meio. Para caracterizagdo fisioldgica da cultura, em ambos os
experimentos, amostras foram coletadas em diferentes tempos durante o
cultivo, para analise morfologica da populacdo de leveduras, atividade de [3-
galactosidase, consumo de lactose, produgdo e consumo de etanol e perfil

eletroforético de [-galactosidase intra e extracelular.

3.4. Cultivo continuo

Para estudar a fase de desaceleragdo, marcada por variagdes
fisiologicas, foi realizado um experimento de cultivo continuo, em

fermentador frasco jaquetado Wheaton, ligado por coneccdoes a dois
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recipientes, um de entrada de meio SUF estéril e outro de saida da cultura. O
fermentador, com um volume de trabalho de 100 mL de SUF, foi
homogeneizado e aerado por agitagdo magnética e mantido a 30°C. A cultura
foi conduzida com fluxo de 0,1, 0,15, 0,2, 0,3 ¢ 0,4 mL/h, cada fluxo
correspondendo a uma velocidade de crescimento diferente, isto €, uma
condi¢do fisiolégica diferente que corresponde a fase de desaceleragdo do
crescimento em batelada. Desta forma, cinco condig¢des fisiologicas foram
analisadas: velocidades especificas de crescimento de 0,06, 0,09, 0,12, 0,18 e
0,24 h'. A cultura continua foi operada por oito a dez geracdes, para
estabelecer o regime permanente, ¢ entdo foram coletadas amostras em
triplicata, representativas de cada condicdo. As amostras coletadas foram

submetidas as mesmas analises citadas no cultivo em batelada.
3.5. Métodos analiticos
3.5.1. Medida do crescimento

O crescimento foi avaliado pela medida da DOgy. As amostras cujos
valores foram superiores a 0,7 foram diluidas, para obedecer a linearidade da
relacdo DOy versus mg de massa celular seca (1 DOgyy = 0,68mg/mL de
célula).
3.5.2. Microscopia

Amostras das diversas fases fisiologicas da cultura foram coradas com
azul-de-metileno, sendo em seguida observadas ao microscopio Otico com

aumento de 1.000 vezes e fotografadas. As amostras foram colhidas de

diferentes bateladas, nos tempos de 10, 18, 81 e 172 horas de cultivo.
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3.6. Atividade de B-galactosidase

A atividade de [-galactosidase foi determinada, segundo DIKSON e
MARKIN (1980), com as seguintes modificagoes:

Amostras em triplicata de 1,0 mL da cultura da levedura em estudo
foram centrifugadas (2.840 g, 10 min, 25°C), e os sedimentos foram
ressuspendidos em 1,0 mL de tampao Z (0,06 M de Na,HPO,.7H,0, 0,04 M
de NaHPO,.H,0, 0,01 M de KCI, 0,001 M de MgS0O,.7H,0 em pH 7,0). A
uma aliquota de 0,5 mL foram adicionados 0,1 mL de SDS 0,1% e 0,1 mL de
cloroféormio absoluto, sendo a suspensdo vigorosamente agitada por 10
segundos, para permeabilizar as células. Apds 1 minuto, 0,1 mL da suspensao
de células permeabilizadas foi submetido ao ensaio enzimatico na presenca de
0,4 mL de ortonitrofenil-3-D galactopiranosideo (ONPG) (4mg/mL), num
tempo de reacdo de 10 minutos. A reacao foi interrompida com a adigao de
ImL de solucdo de carbonato de sédio a 0,5 M. O produto da reagdo, O
nitrofenol (ONP), foi quantificado, convertendo-se a absorvancia a 420 nm em

pmol de ONP, utilizando uma curva-padrao de ONP.

3.7. Anadlise do consumo de lactose e formacdo e consumo de produtos

metabolicos

O consumo de lactose e a producdo e o consumo de metabdlitos foram
acompanhados pela medida da concentragdo desses compostos no meio de
cultura durante o cultivo. A andlise foi realizada por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), em cromatografo modelo Hawlett Packard, série 1050,
com detector modelo Hawllet Packard HP 1047A, e utilizando a coluna
modelo HPX 87H Bio Rad (tamanho da particula = 8 um e dimensdes de 300 x
7,8 mm). O eluente foi 0,05 M H,SO,, com fluxo maximo de 1,2 mL/min e
fluxo tipico de 0,6 mL/min. A temperatura de operagédo foi de 85°C e a pressio
maxima, de 69 bar. As concentracdes dos acucares (lactose, glicose e

galactose) e dlcool (etanol) foram medidas em triplicata mediante a
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comparagdo com as dos padrdes externos preparados nas concentragdes de 5 a

50 mmol/L.

3.8. Detecc¢io de B-galactosidase intra e extracelular

Para detec¢do de [3-galactosidase intracelular, a cultura de células de K.
lactis foi centrifugada a 2.840 g, 5 min, 25°C e posteriormente congelada em
nitrogénio liquido, sendo armazenada a —20°C. A cultura foi entdo suspensa
em 1 mL de tampao de lise (50 mmol/L fosfato de s6dio pH 7,4, 1 mmol/L
Pefablock, Immol/L EDTA, 5% de glicerol), rompida com a adi¢do de 0,5 mL
de particulas de vidro (glass beads) e agitada vigorosamente por dez ciclos de
30 segundos, com um intervalo de 30 segundos em gelo, apds cada ciclo. Os
debris celulares foram removidos por centrifugacdo a 5.570 g, 10 min, 4°C,
obtendo-se aproximadamente 0,8 mL de lisado. Para cada 0,1 mL do lisado
adicionou-se 0,05 mL de acido tricloro acético (TCA) 50% por 10 minutos e
agitagdo em vortex, seguido de centrifugagio (5.570 g, 10 min, 4°C) para a
precipitacdo da proteina. Para cada 0,1 mL de lisado que foi precipitado
adicionou-se 0,2 mL de acetona 100%, para ressuspender a proteina
precipitada, seguida de centrifugagdo (14.000 rpm, 10 min, 4°C).
Posteriormente, este precipitado obtido foi ressuspendido em O0,ImL de
tampao glicina (63,2 g TRIS Base, 39,9 g glicina pH 8,9 para 1 L de solugdo).
E assim, determinou-se a concentragao de proteina por BRADFORD (1976),
utilizando como padrdo albumina de soro bovino. Dessa forma, aligiiotaram-se
amostras padronizadas em 50 pg de proteina, a seguir congelou-as em
nitrogénio liquido e, em seguida, armazenou-as a —80°C. Para detecgéo
extracelular, a cultura foi centrifugada (2.840 g, 5 min, 25°C) e o sobrenadante
obtido foi submetido a precipitacio 4acida da mesma maneira, sendo
armazenado nas mesmas condigoes.

As amostras do extrato intra e extracelular de K. lactis, nas diferentes
fases fisiologicas do crescimento, foram analisadas em gel de poliacrilamida a

8%.
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3.9. Eletroforese de proteinas

As amostras dos diferentes tempos de cultivo dos experimentos em
regimes de batelada e continuo tiveram a proteina padronizada em 50 ug .
A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida-SDS, segundo
LAEMMLI (1970), com o uso do aparelho Mini Protean II da Bio-Rad. As
proteinas foram fracionadas no gel, utilizando-se a voltagem de 100V por
2 horas. O gel foi corado com Coomassie blue, conforme estabelecido por
SAMBROOK et al. (1989). Para detec¢do de [-galactosidase intracelular, foi
utilizado o padrdao de massa molecular da Sigma Chemical (USA), contendo
B-galactosidase de E. coli (116.000 Da); ja para deteccdo de [3-galactosidase
extracelular foi utilizado o padrao de alto peso molecular da PROMEGA,
contendo miosina (212.000 Da), [-galactosidase de E. coli (116.000 Da),
fosforilase B (97.400 Da), albumina de soro bovino (66.200 Da), catalase
(57.500 Da) e aldolase (40.000 Da).

3.10. Cinética da atividade de B-galactosidase em funcio da concentracgao

de lactose no meio

A cultura de K. lactis foi ativada, inoculando-se 1mL do estoque em
50 mL de SUF, e incubada por 18 a 24 horas a 30°C e 200 rpm.
Posteriormente, foi cultivada em frasco de 1.000 mL, contendo um volume de
trabalho de 350 mL, por 25 horas, sob agitagdo de 200 rpm a 30°C. A DOg,
inicial foi padronizada em 0,06. Até 21 horas de cultivo, quando foi detectado
o pico de atividade maxima, foram tiradas aliqliotas de ImL para leitura da
DOy, atividade enzimatica e analise de metabolitos da cultura por CLAE. Em
seguida, a cultura foi dividida em cinco aliquotas de 70 mL, que foram
transferidas para frascos erlenmeyer de 125 mL. Um frasco foi mantido sem
adicao de lactose e os demais foram suplementados com lactose, para alcancar
concentragdes finais de aproximadamente 7, 18, 30 e 60 mM. Em intervalos

de 20 minutos, as aliquotas 1,0 mL foram recolhidas para andlise da
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concentracao de células, atividade enzimatica e concentracao de metabdlitos
por CLAE, até completar 25 horas de cultivo.

E valido ressaltar que em toda metodologia desta pesquisa, utilizou-se o
seguinte delinecamento experimental: Para as andlises nos experimentos
realizados em duplicata, escolheu-se o experimento em que os dados foram
mais representativos € nos experimentos realizados em triplicata tirou-se a

média dos dados.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacio das fases fisiologicas de culturas de Kluyveromyces

lactis em soro ultrafiltrado

A curva de crescimento de K. lactis cultivada em SUF em regime de
batelada realizado em 22 horas estd apresentada na Figura 1. Os trés perfis
correspondem as populacdes com DOgg, inicial de 0,1, 0,2 e 0,3. Diferentes
populacdes iniciais foram testadas para verificar se a populacdo inicial afeta os
limites das fases de crescimento. Observou-se que as velocidades especificas
de crescimento sio semelhantes (0,22 h' e 0,21 h') para os cultivos com
DOgq 1nicial de 0,1 e 0,2, respectivamente. Ja para o cultivo com DOy inicial
de 0,3, a velocidade de crescimento foi de 0,18 h'. A fase de crescimento
exponencial foi observada ao longo das primeiras 13 horas de cultivo apds a
adicdo do indculo, previamente ativado no mesmo meio. A desaceleracao do
crescimento populacional foi observada aproximadamente a partir de 15 horas
de cultivo. Neste periodo a DOy, foi, respectivamente, 4,0, 6,0 ¢ 5,0; a
concentracao de lactose no meio declinava, sendo respectivamente, 50, 19 e
14 mmol/L, e a de etanol aumentava, sendo 196, 270 e 282 mmo/L,
respectivamente (Figura 1). A desaceleragdo se estendeu até 22 horas, quando

foi interrompida a observagao.
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Figura 1 — Crescimento (M), atividade de [3-galactosidase (@), consumo de

lactose (A) e formacdo de etanol (AD durante o cultivo de
K. lactis em soro ultrafiltrado, sob regime de batelada a 30°C, 200
rpm, por 22 horas, em trés DOy, iniciais: A) 0,1, B) 0,2 ¢ C)@M,3.
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Para determinar a fase estacionaria do crescimento de K. /lactis em SUF,
uma cultura em batelada foi conduzida por 172 horas, com DO, inicial de
0,04. A velocidade especifica de crescimento foi de 0,37 h' (Figura 2). A fase
exponencial se estendeu até em torno de 25 horas, seguida da fase de
desaceleracdo, observada apds 25 horas de cultivo (37 horas de cultivo), que
permaneceu até o inicio da fase estaciondria, atingida em 144 horas de
crescimento. Neste momento (37 horas de cultivo), as concentragdes de
lactose e etanol foram 0,8 e 248 mmol/L, respectivamente. A fase de
desaceleracgdo, cuja duracao foi maior que 100 horas, ¢ quase imperceptivel no
grafico, mas foi detectada uma velocidade de crescimento de 0,0044 h' o que
prova que a populacdo ainda se multiplicava, embora lentamente, consumindo

etanol, que desaparece do meio a uma taxa de 2,5 mmol/h (Figura 2).

4.2. Morfologia de Kluyveromyces lactis durante as diferentes fases

fisiologicas do crescimento

A morfologia de K. lactis nas diversas fases fisiologicas do crescimento
foi analisada por microscopia optica. As Figuras 3A, 3B, 4A e 4B apresentam,
respectivamente, as células de K. lactis colhidas na fase exponencial, 10 horas
de cultivo, DOgq 1,9; na fase de desaceleragdo, 18 horas de cultivo, DOy 5,7,
¢ 81 horas de cultivo, DOy, 10,7; € na fase estacionaria, 172 horas de cultivo,
DOgoo 14,8. As células na fase exponencial apresentaram forma oval com
iniimeros brotos, indicando plena divisdo, o que ¢ também evidenciado pelas
poucas células invidveis coradas pelo azul-de-metileno (Figura 3A). No inicio
da fase de desaceleragdao do crescimento (Figura 3B), nota-se que o numero de
brotos diminui e que as células sdo mais redondas. Na Figura 4A, as células
encontram-se no final da fase de desaceleracdo, onde se nota um grande
numero de células invidveis, ndo se observa mais brotamento, e sim a presenga
de ascésporos, visualizados por granulos escuros no interior da célula. As
células também sdo redondadas e maiores. Essas alteragdes morfologicas sao

mais nitidas na fase estacionaria, uma vez que nao hé crescimento (Figura 4B).
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Figura 2 — Crescimento (M), atividade de [3-galactosidase (@), consumo de

lactose (A) e formagdo e consumo de etanol (AD) durante o
cultivo de K. lactis em soro ultrafiltrado, sob regime de batelada a
30°C, 200 rpm, por 172 horas, em DOy, inicial de 0,04.
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Figura 3 — Fotografia em microscopio 6tico da levedura K. lactis corada com
azul-de-metileno. A) células na fase exponencial do crescimento
(10 horas de cultivo). B) células na fase de desaceleragao do
crescimento (18 horas de cultivo). A barra de escala corresponde a

5 pm.

Figura 4 — Fotografia em microscopio otico da levedura K. lactis corada com
azul-de-metileno. A) células na fase de desaceleragdio do
crescimento (81 horas de cultivo). B) células na fase estacionaria
do crescimento (172 horas de cultivo). A barra de escala
corresponde a 5 um.
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4.3. Atividade de [B-galactosidase, consumo de lactose, formaciao e
consumo de etanol nas distintas fases fisiologicas de Kluyveromyces

lactis em soro ultrafiltrado

A atividade de [-galactosidase é essencial para assimilagdo de lactose,
principal fonte de carbono e energia no SUF. Na cultura em batelada, partindo
de diferentes concentragdes iniciais de células, observa-se sempre um pico que
corresponde a atividade maxima de [3-galactosidase por unidade de biomassa
(DOggy). Esse pico ocorreu em 18 horas de cultivo e em seis geragdes (fase de
desaceleragao), quando a DOy, inicial foi de 0,1 ¢ 0,2, e em 13 horas de
cultivo e em trés geragdes (final da fase exponencial), quando a DOy, inicial
foi de 0,3 (Figura 1). Na batelada realizada em 172 horas o maximo de
atividade se deu em 22 horas, o que corresponde ao final da fase exponencial,
sendo seis o numero de geragdes (Figura 2). Em ambas as bateladas, apds a
indu¢ao maxima, observou-se queda na atividade.

Como foi mencionado, o consumo de lactose ¢ a formacdo e o consumo
de etanol durante o cultivo de K. /actis em SUF também foram acompanhados
ao longo do cultivo (Figuras 1 e 2). Os actlicares galactose e glicose oriundos
da hidrolise de lactose ndo foram detectados no meio em quantidades
significantes durante todo o cultivo, em ambos os experimentos realizados em
regime de batelada (dados ndo-mostrados). Quanto & lactose e ao etanol
(Figura 1), verificou-se que a lactose desaparece enquanto o etanol aparece em
concentragdes crescentes no meio extracelular, durante os tempos de cultivo
observados. Ainda nessa figura, observa-se que, quando a atividade da enzima
foi maxima, isto ¢, A) 135, B) 155 ¢ C) 170 mmolONP/min, as concentragdes
de lactose no meio foram, respectivamente, A) 28, B) 10 e C) 14 mmol/L e as
concentracoes de etanol correspondentes foram A) 283, B) 350 e C)
222 mmol/L. No periodo posterior a atividade maxima de [3-galactosidase
ainda havia lactose no meio (A — 18, B - 3 e C — 14 mmol/L) e etanol em
concentragoes crescentes (A — 363, B - 451 e C — 282 mmol/L). Sendo assim,

observa-se que existe uma correlagdo entre o consumo de lactose e a formagao
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de etanol, mas essa correlagdo ndo ¢ linear. Verificou-se também que nao ha
uma relacao direta entre as concentracdes desses compostos € o aumento € a
queda de atividade de [-galactosidase.

Na batelada conduzida por 172 horas, a atividade maxima da enzima
(147mmolONP/min) ocorreu quando as concentragdes de lactose e etanol
foram 64 ¢ 35 mmol/L, respectivamente, ¢ sua queda foi observada quando a
concentracao de lactose e etanol foram 16 e 200 mmol/L, respectivamente
(Figura 2). Ainda nesta figura verificou-se que, a medida que a lactose vai
sendo consumida do meio, a concentragdo de etanol aumenta até 38 horas,
quando atinge o maximo de 247 mmol/L. A partir de 44 horas de cultivo,
quando a concentracdo de lactose ¢ limitante (0,9mmol/L), o etanol comeca a
desaparecer do meio, até atingir concentragdes nulas em 144 horas de cultivo.

Ainda analisando a atividade de [-galactosidase, na batelada de 22
horas (Figura 1), foram detectados no inicio da fase exponencial (apds
aproximadamente quatro a cinco geracoes) um pico de 132 mmolONP/min, as
13 horas, na populacdo inicial de DOgq 0,1; um pico de 93 mmolONP/min, as
11 horas, na populagao inicial de DOy, 0,2; € um pico de 123 mmolONP/min,
as 9 horas, no cultivo com a populagao inicial de DOy, 0,3. Na batelada de
172 horas (Figura 2) esse pico (117 mmolONP/ min) foi observado em
15 horas de cultivo. Observou-se também nessa batelada prolongada que, apos
a atividade maxima da enzima, 147 mmolONP/min em 22 horas, outro pico
semelhante (146 mmolONP/min) voltou a ser detectado com 44 horas de
cultivo, tendo as concentracdes de lactose e etanol no meio sido 0,9 e
242 mmol/L, respectivamente. Mais tarde, com 76 horas de cultivo, foi
constatado outro pico (124,5 mmolONP/min), sendo as concentracdes de
lactose e etanol, 0,66 e 176,5 mmol/L, respectivamente. Um ultimo pico,
72 mmolONP/min, embora mais baixo que os anteriores, foi verificado em
104 horas de cultivo. Neste ponto a lactose ndo foi mais detectada no meio e a
concentracdo de etanol foi de 101,2 mmol/L. Portanto, observou-se que
durante o crescimento ocorrem varios picos de atividade da enzima, em uma

progressao ciclica ascendente ao longo da fase exponencial e descendente apos
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a fase de desaceleracao para estacionaria. Verificou-se ainda que, mesmo ja
tendo concentracdes limitantes de lactose no meio, ou sua exaustdo com a
utilizagdo de outra fonte de carbono, sdo detectados picos de atividade de [3-
galactosidase. Foi detectada também, apds os picos, a queda na atividade da
enzima, onde (com excec¢dao dos picos de 76 ¢ 104 horas de cultivo) nesse

momento ainda havia lactose no meio e concentragdes crescentes de etanol.

4.4. Cinética da atividade de B-galactosidase em funcio da concentracio

de lactose no meio

Na tentativa de esclarecer se, dentre as condi¢des culturais, a
concentracdo de lactose ¢ importante para estabelecer a atividade maxima de
B-galactosidase, foram conduzidas culturas apos seis geragoes, adicionando-se
diferentes concentracdes de lactose ao meio, com o intuito de proporcionar
chances de ser atingida a concentracao ideal de galactose/glicose no interior da
célula. Objetivou-se também verificar se a atividade maxima da enzima era
recuperada. Foi realizada uma batelada, e apds 21 horas de cultivo o meio foi
distribuido em cinco frascos, tendo a lactose sido adicionada nas
concentracdes de 7, 18, 30, 60 mmol/L e uma fracdo da cultura sido mantida
como controle. A Figura 5A mostra o crescimento populacional na batelada
até 21 horas de cultivo, fase exponencial, seis geragdes, tendo a atividade
maxima de [-galactosidase sido alcangada em 15 horas de cultivo, com 4,23
geracdes, o que estd dentro da faixa encontrada nas bateladas anteriores.

Apdés a adicdo de lactose, o crescimento e a atividade de [3-
galactosidase (Figura 5B), além do consumo de lactose e da producdo e
consumo de etanol (Figura 6), foram observados a cada 20 minutos. Nota-se
que apos a adicao de lactose a atividade ndo variou muito em relagdo ao
controle, ndo tendo sido novamente atingida a atividade maxima observada
anteriormente (Figura 5B). Em relacdo ao crescimento, observa-se que a
populacdo continuou na fase de desaceleragdo (Figura 5B), mesmo

consumindo a lactose adicionada (Figura 6), isto €, a célula consumiu a
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lactose, porém nao houve aumento no numero de células. Verificou-se
também que o etanol continuou aumentando no meio, at¢ nas ultimas

observacoes tomadas.
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Figura 5 — A) Crescimento (M) e atividade de [3-galactosidase (@) durante o
cultivo de K. lactis em soro ultrafiltrado a 30°C, a 200 rpm por 21
horas, sob regime de batelada. B) Crescimento l, Hl, ,Me W e
atividade de [3-galactosidasc ®, @, , @ ¢ durante cinco
cultivos de K. lactis em soro ultrafiltrado, a 30°C, a 200 rpm sob
regime de batelada, onde foram adicionados 7, 18, 30, 60 ¢ 0
mmol/L de lactose apdés 21 horas de cultivo. A ordem das
concentragdes de lactose adicionada € respectiva a ordem das cores
dos simbolos de crescimento ¢ atividade de [3-galactosidase.
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Figura 6 — Consumo de lactose A, A, , A e A e formacgao de etanol A, A,0O
, A durante cinco cultivos de K. lactis em soro ultrafiltrado,
a 30°C, a 200 rpm sob regime de batelada, onde foram adicionados
7, 18, 30, 60 e 0 mmol/L de lactose apds 21 horas de cultivo. A
ordem das concentracdes de lactose adicionada ¢ respectiva a
ordem das cores dos simbolos de consumo de lactose ¢ formagao
de etanol.
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4.5. Deteccao de B-galactosidase intra e extracelular

Para auxiliar no entendimento sobre o aumento ¢ a queda na atividade
de -galactosidase ao longo do cultivo em SUF, amostras de tempos diferentes
dos experiementos realizados em batelada foram analisadas em gel SDS-
PAGE, com o intuito de visualizar uma estrutura protéica que pudesse ser [3-
galactosidase. Foi investigada a presenca de [3-galactosidase intracelular e,
eventualmente, extracelular durante o cultivo. A enzima [3-galactosidase é uma
proteina dimérica composta por subunidades idénticas de 135.000 Da
(DICKSON et al., 1979). A mesma concentragdo de proteina foi analisada em
todos os tempos.

Do cultivo em batelada realizado por 22 horas foram confeccionados
géis para detectar a banda correspondente a [3-galactosidase intracelular de
amostras do cultivo com DOg,, inicial de 0,1, dos tempos 11 (fase
exponencial), 15, 18, 20 e 22 (fase de desaceleragdo) horas de cultivo (Figura
7). Ainda analisando a Figura 7, nota-se que apesar de ocorrer queda na
atividade entre o tempo 11 e 15 horas a intensidade da banda no gel ndo
variou. No tempo 18, quando a atividade foi méaxima, houve aumento da
banda em relagdo ao tempo 15. Posteriormente ocorre a queda na atividade (20
- 22 horas), e as bandas mostraram menor intensidade em relagdo ao tempo 18
horas.

Amostras dos tempos 15, 17, 22 (fase exponencial), 44, 52, 66, 76, 92,
102, 120 (fase de desaceleragdo) e 172 (fase estacionaria) horas de cultivo de
extratos celulares da batelada realizada por 172 horas foram submetidas ao
gel, para analise de [-galactosidase intracelular (Figura 8). Do tempo 15 horas
para 17 horas, quando a atividade caiu, a banda no gel aumentou a intensidade.
No tempo 22 horas, quando a atividade foi méxima, houve aumento da banda
em relagdo ao tempo 17 horas. Na queda de atividade, em 26 horas, houve
aumento na intensidade da banda. No tempo 44, quando houve outro pico de
atividade maxima, a densidade da banda nao se modificou em relagao ao

tempo 26 horas.
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Figura 8 —

SDS-PAGE de proteinas intracelulares de cultura de K. lactis
cultivada em regime de batelada por 22 horas. P ¢ o padrdao de
peso molecular [3- galactosidase de E. coli; 0 refere-se ao controle
onde K. lactis foi cultivada em YNB, contendo glicose como
fonte de carbono e energia e 1, 2, 3, 4 e 5 referem-se,
respectivamente, a amostras dos tempos de cultivo de 11, 15, 18,
20 e 22 horas.
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SDS-PAGE de proteinas intracelulares de cultura de K. lactis
cultivada em regime de batelada por 172 horas. P ¢ o padrdo de
peso molecular B- galactosidase de E. coli; 0 refere-se ao controle
onde K. lactis foi cultivada em YNB, contendo glicose como
fonte de carbono e energia; 1, 2, 3, 4, 5 e 6 referem-se,
respectivamente, a amostras dos tempos de cultivo de 15, 17, 22,
26, 44, 52 horas e 7, 8, 9, 10, 11 e 12 referem-se,
respectivamente, a amostras dos tempos de cultivo de 66, 76, 92,
102, 120 e 172 horas.
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Nos tempos 52 e 66 horas, quando a atividade caiu novamente, as bandas
apresentaram-se menos densas. Com 76 horas, quando ocorreu outro pico,
verificou-se diminuicdo da banda. Nos tempos posteriores, quando a atividade
caiu gradativamente, ndo houve alteracdo da intensidade da banda.

A enzima [3-galactosidase ndo foi encontrada no meio de cultivo em

ambas as bateladas (dados nao-mostrados).

4.6. Cultivo continuo

Para ser mais preciso quanto aos dados obtidos nos cultivos conduzidos
em regime de batelada, na fase de desaceleracdo do crescimento, realizou-se
um cultivo em regime continuo com diferentes fluxos de alimentagao, 0,1,
0,15, 0,2, 0,3 e 0,4 mL/h, que correspondem as velocidades especificas de
crescimento (1) de 0,06, 0,09, 0,12, 0,18, 0,24 hl, respectivamente. Essas
condigoes de diferentes velocidades de crescimento estratificam cada condigao
fisioldgica que muda com o tempo na fase de desaceleracdo do crescimento
em batelada, sendo cada condicdo mantida em regime permanente. Assim, a
fase de desaceleracao foi analisada sob condigdes de regime constante.

Pela Figura 9A nota-se que a atividade foi —maxima
(214 mmolONP/min), com uma velocidade de crescimento de 0,09 h’
(distante do pumax 0,3 h'). Nestas condigdes, as concentragdes de lactose e
etanol foram, respectivamente, 7 ¢ 315 mmol/L e o tempo de geragdo foi
8 horas (Figura 9B, Quadro 1). Uma redugdo no fluxo foi acompanhada por
uma correspondente reducdo na concentragdo de lactose e aumento na
concentracdo de etanol (Figura 9B). Na menor taxa de diluicdo, 0,1 mL/h, a
concentracdo de etanol no meio foi 330,4 mmol/L ¢ a de lactose foi 0,26
mmol/L, o que correspondeu a queda na atividade.

Comparando esses dados com os obtidos nos cultivos realizados em regime
de batelada, observa-se que a taxa de diluicio de 0,1 mL/h (4 = 0,06 h')
corresponde a fase de desaceleracdo mais proxima a fase estaciondria, enquanto a

taxa de diluigdo de 0,4 mL/h (1= 0,24 h™') mais proxima a fase exponencial.
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Figura 9 — K. lactis cultivada em regime continuo em soro ultrafiltrado a
30°C, a 200 rpm, sob diferentes taxas de dilui¢bes. A)
Crescimento (M), atividade de [3-galactosidase (@), B) Atividade

de [-galactosidase (@), consumo de lactose (A) ¢ formagdo de
etanol (AL
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Quadro 1 — Parametros culturais de K. lactis em soro ultrafiltrado sob regime
de cultura continuo

Fluxo 0,1 0,15 0,2 0,3 0,4
Lactose (mmol/L) 0,26 7 23 118 130
Etanol (mmol/L) 330,4 315 179 53 14
DOgg0 5,5 4,6 3 2 0,5
Atividade mmolONP/min 47 213,2 88 56 116
ph™ 0,06 0,09 0,12 0,18 0,24
Tempo de geragdo (h) 12 8 6 4 3

Na Figura 10 observa-se o perfil protéico da [3-galactosidase
intracelular das amostras obtidas nas diferentes taxas de dilui¢do. Da taxa de
dilui¢do de 0,4 para a de 0,3 mL/h verificou-se uma queda na atividade da
enzima que ndo ¢ detectada no gel, pois as bandas aparecem com a mesma
intensidade. Da taxa de diluigdo de 0,2 para a de 0,15 mL/h, em que a
atividade foi maxima, foi nitido o aumento na intensidade da banda que
permaneceu com a mesma intensidade na taxa de diluigdo de 0,1 mL/h, em
que houve queda da atividade enzimatica.

A enzima [3-galactosidase também ndo foi encontrada no meio de

cultivo (dados ndo-mostrados).
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Figura 10 — SDS-PAGE de proteinas intracelulares de cultura de K. lactis
cultivada em regime continuo. P é o padrdo de peso molecular [3-
galactosidase de E. coli; 0 refere-se ao controle onde K. lactis foi
cultivada em YNB, contendo glicose como fonte de carbono e
energia e 1, 2, 3, 4 e 5 referem-se, respectivamente, a amostras
dos fluxos 0,1, 0,15, 0,2, 0,3 ¢ 0,4.
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5. DISCUSSAO

Este trabalho teve como objetivo principal investigar o aumento e a
queda da atividade de [(-galactosidase de populagdes de K. lactis na fase de
desaceleragao do crescimento em SUF.

Para padronizar as condigdes experimentais, foi investigada a
concentracao inicial de células na cultura. Concentragdes na ordem de 0,1 e
0,2 de DOg4y parecem ter pouco efeito na velocidade especifica de
crescimento. JA uma concentragdo de DOgy, de 0,3 alterou a velocidade de
crescimento, embora a extensdo das fases de crescimento tenha permanecido
semelhante.

Conforme estabelecido por BRANDI et al. (1996), o crescimento de K.
lactis em SUF ¢ fun¢dao da concentragdo da massa de célula. Segundo s
autores, somente em DOQg,, acima de 2,0 a velocidade de crescimento se
mantém inalterada, embora muito baixa (0,15 h™).

Para determinar a fase estacionaria, uma batelada mais prolongada foi
realizada, tendo uma populagdo inicial de células de 0,04, onde foram obtidas
uma velocidade de crescimento maior e uma fase exponencial bem mais
extensa. Desta forma, conclui-se que nao houve diferenca na delimitacao das
fases entre as DOggy 0,1 a 0,3, porém com a DOy, inicial menor que 0,1

ocorreu uma fase exponencial mais extensa, com maior numero de dados, o
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que permitiu investigar melhor a atividade de [3-galactosidase durante o
cultivo.

Embora a fase estacionaria (L = 0) seja estabelecida em 144 horas de
cultivo, anteriormente a fase de desaceleracdo encontrada possuia, uma
velocidade de crescimento tdo baixa quanto 0,004 ', o que é praticamente
desprezivel. Tal fato pode explicar a afirmagao de que a atividade maxima de
B-galactosidase pode ocorrer no inicio da fase estacionaria (de 8 a 20 horas de
cultivo), como ¢ descrito por outros autores (MAHONEY et al., 1974;
DICKSON ¢ MARKIN, 1980; INCHAURRONDO et al., 1994). Porém, neste
trabalho enquanto a velocidade de crescimento ndo foi nula consideramos fase
de desaceleracao de crescimento.

E valido ressaltar que a delimitagdo das fases fisioldgicas,
caracterizadas pelas diferentes velocidades de crescimento, ¢ importante na
definicdo dos fatores que afetam o aumento ¢ a queda da atividade de [3-
galactosidase. Diferentes velocidades de crescimento geram diferentes estados
fisioldgicos da célula, isto ¢, metabolismo, composi¢ao ¢ morfologia celular
diferentes. Portanto, na fase de desaceleragdo, quando a velocidade de
crescimento varia com o tempo, ha também varios estados fisiologicos. A fase
estacionaria caracteriza-se pela auséncia de crescimento, com a populacao
microbiana permanecendo vidvel gracas a um metabolismo de manutengao.
Nessa fase, varios eventos independentes do crescimento celular podem
ocasionar variabilidade genética (HEIDENRICH et al., 2001).

Estudos anteriores evidenciaram que o aumento da atividade de [3-
galactosidase seria determinado por uma concentracdo ideal do indutor
(galactose) no interior da célula, que levaria a ativacdo maxima ou apenas a
ativacdo do lac-gal regulon, em diferentes graus, enquanto a queda na
atividade de [-galactosidase tem sido explicada pela exaustdo da lactose
(INCHAURRONDO et al., 1994). Alguns estudos mostraram que essa queda
ocorria ainda quando a lactose estava presente em concentragdes significativas
no meio (MAHONEY et al.,, 1974; DICKSON e MARKIN, 1980). Outros

autores sugerem que a queda na atividade ¢ o resultado de concentragdes
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limitantes de lactose e concentragdes crescentes de etanol, que desvia o
metabolismo para um crescimento diauxico, diminuindo, portanto, a
necessidade da sintese da enzima (HOLMBERG et al., 1984; GENARI, 2000).
DICKSON E MARKIN (1980) propuseram ainda que a redu¢do da atividade
da enzima poderia ser explicada pela sua inativagao.

Os resultados aqui apresentados confirmam picos de atividade maxima
no final da fase exponencial e no inicio da fase de desaceleracdo, em culturas
conduzidas sob regime de batelada e, em regime continuo, na velocidade
especifica de crescimento de 0,09 h ', que corresponde a um ponto na fase de
desaceleracdo do crescimento proximo a fase estaciondria. Entretanto, a
atividade maxima da enzima ndo estd diretamente relacionada com uma
concentracdo definida de lactose no meio, mas talvez com a hidrolise
intracelular e a utilizagdo mais i1mediata da glicose, o que segundo
SCHAFFRATH e BREUNIG (2000) garante uma relacdo galactose/glicose
maior e a conseqiiente ativacao do lac-gal regulon. A queda na atividade de 3-
galactosidase nao esta relacionada ao crescimento diduxico, como foi proposto
por HOLMBERG et al. (1984) e GENARI (2000), pois na sua ocorréncia em
todas as culturas estudadas (batelada e continua) K. /actis ainda consumia
lactose enquanto produzia etanol. Desta forma, ainda no momento em que foi
detectada a queda de atividade da enzima havia lactose no meio, o que indica
que a queda nao esta relacionada também com a sua exaustdo no meio.
Segundo DICKSON E MARKIN (1980), uma taxa de indugdo maxima da [3-
galactosidase ¢ possivel com um minimo de 2mmol/L de lactose no meio.
Assim, fortalece-se a idéia de que ¢ o balanco entre galactose e glicose no
interior da célula responsavel pela indugdo. A méaxima indugdo poderia ser
causada pelo maximo de vezes que a concentragao ideal do indutor (galactose)
¢ estabelecida no interior da célula.

DICKSON e MARKIN (1980), cultivando K. lactis, observaram que o
maximo de atividade de [-galactosidase era apenas alcangado se as células
tivessem passado por sete a nove geragdes na presenga do indutor. No cultivo

de K. lactis, em regimes de batelada e continuo em SUF, o maximo de

40



atividade da enzima ndo coincidiu com o mesmo intervalo de nimero de
geragdes. Diante deste resultado, conclui-se que provavelmente exista um
fator, além da idade fisiologica proposta por DICKSON e MARKIN (1989),
que levaria a atividade a ser méxima, que ndo ¢ a relacdo galactose/glicose no
interior da célula, uma vez que no experimento em que foram adicionadas
diferentes concentracdes de lactose a atividade ndo retornou ao pico maximo.

Durante o cultivo em batelada também foram observados picos de
atividade anterior e posterior ao pico maximo. Na ocorréncia desses picos
também houve variagdo na concentracdo de lactose no meio, e em alguns
casos até a sua exaustdo. Na queda da atividade, a lactose estava presente no
meio (na maioria dos picos) e o etanol estava sendo produzido enquanto a
concentracdo de lactose no meio nao foi limitante. Apos o estabelecimento do
crescimento diduxico, dois picos de atividade foram observados, o que reforga
a idéia de que mesmo utilizando uma rota metabolica alternativa (oxidacao do
etanol) e a lactose sendo limitante no meio K. lactis tendo a galactose superior
a glicose no seu interior ativa o lac-gal regulon.

Analisando os resultados da eletroforese de [3-galactosidase intracelular
dos experimentos realizados em regimes de batelada e continuo, observaram-
se as seguintes situagdes : 1) queda na atividade da enzima sem alteragdao da
banda protéica no gel, 2) queda na atividade da enzima com aumento da banda
protéica no gel, 3) queda na atividade da enzima com queda da banda protéica
no gel, 4) atividade méxima da enzima com aumento da banda protéica no gel,
5) atividade méxima da enzima sem alteracdo da banda protéica no gel e 6)
aumento da atividade da enzima com queda na banda protéica no gel.

Trés situacdes distintas explicam a queda na atividade. A primeira
situagdo pode ser explicada por haver inativacdo da enzima e a segunda por
haver aumento da produ¢do da enzima, seguido de inativagdo. CHEN et al.
(1985) observaram inibicdo competitiva pela D-galactose e inibicdo nao-
competitiva pela D-glicose durante ensaios de hidrdlise enzimatica de lactose
por B-galactosidase em K. lactis. Desta forma, a queda de atividade no inicio

da fase de desaceleragdo, ndo-detectada no gel, pode ser devido a inativagao
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da enzima pelos produtos da reagdo, que por algum sinal celular ndo foram
totalmente consumidos, permanecendo elevados no interior da célula. Quando
essa situacdo ocorre no final do cultivo, a queda na atividade pode ser
explicada pela repressdo da sintese devido a exaustdo do indutor, e a
permanéncia da intensidade da banda significa que nao houve degradacgao. J4 a
queda na atividade com o aumento da intensidade da banda no gel
provavelmente ocorre porque neste momento a célula atinge a relacdo ideal
galactose/glicose, ativando o lac-gal regulon, ocorrendo a sintese de [3-
galactosidase, no entanto indica que a enzima foi inativada. Também houve
uma terceira situacdo em que a queda na atividade da enzima correspondeu a
uma diminui¢do na intensidade da banda protéica, o que evidencia repressao
catabdlica no lac-gal regulon. Se a queda ocorreu no inicio da fase de
desaceleracao do crescimento ou se a queda foi verificada no final da fase de
desaceleracdo, conclui-se que houve falta do indutor ou degradacao.

Quando a atividade maxima corresponde a um aumento na intensidade
da banda protéica, indica 0 maximo de ativagao, isto ¢, a relacao intracelular
ideal de galactose/glicose o que permite a maxima indugdo do lac-gal regulon.
Ainda com relacdo a atividade maxima detectou-se um pico de atividade
semelhante a0 maximo porém a intensidade de sua banda era maior no gel.
Sendo assim, houve uma nova indu¢do maxima do lac-gal regulon, que
aumentou a concentracdo da enzima, porém estas se tornaram inativas o que
permitiu a atividade ser semelhante. Possivelmente isso ocorreu devido a um
aumento nos produtos da reagdo (galactose e glicose).

E ainda, houve uma situagdo onde um aumento na atividade da enzima
correspondeu a diminui¢do na intensidade da banda no gel. Esse fato ocorreu
no final da fase de desaceleragdao do crescimento, onde ja ndo havia lactose no
meio, as células ja consumiam etanol ¢ a concentragdo de [3-galactosidase
declinava. Portanto, esse aumento na atividade pode ser atribuido por haver
reativagdo das enzimas existentes.

Finalmente nas amostras de sobrenadante dos respectivos tempos de

cultivo de ambas as bateladas e cultura continua submetidas ao gel, ndo se
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encontrou [-galactosidase, indicando que o etanol produzido nao
permeabilizou a cultura de K. lactis utilizada neste trabalho. Foi notavel a
produgdo de etanol por K. lactis em SUF tanto em regime de batelada quanto
em regime continuo, onde cerca de 55 a 69% da lactose foi convertida a
etanol. Outras pesquisas (MAHONEY et al., (1974); HOLMBERG et al.,
1984) mostraram resultados semelhantes onde, mais de 30% da lactose
metabolizada foi convertida em etanol por K. lactis CBS2360, K. marxianus e
K. fragilis, cultivadas em SUF ou em meio YPL em regime de batelada, o que
resultou em baixo rendimento da biomassa e crescimento diduxico apos a
entrada na fase estacionaria. Em um outro estudo, INCHAURRONDO et al.
(1994) cultivaram, em regime de batelada, varias linhagens de K. /actis em
meio sintético contendo lactose, e afirmaram que menos de 5% da lactose do
meio foi convertida a etanol. Essa variagdo no metabolismo
respirofermentativo de K. lactis esta relacionada a aeracdo durante o cultivo,
pois K. lactis € considerada uma levedura Crabtree negativa, isto €, se houver
um ambiente com excesso de agucar e saturado de oxigénio ela respira e nao
fermenta. A fermentacdo somente ocorrerd quando a concentracao de oxigénio
for limitante.

Diante desses resultados, conclui-se que para haver aumento da
atividade da enzima a glicose deve ser efetivamente utilizada pela via
glicolitica (evitando a inativagdo e repressao catabolica) e a galactose, pela via
Leloir, evitando a inativagdo e também agindo na produgdo de J3-
galactosidase, pois no passo inicial da via a enzima galactoquinase (enzima de
natureza bifuncional), além de fosforilar a galactose, muda de conformacao e
se liga ao regulador negativo do lac-gal regulon, a proteina LAC10, causando
a liberacao da proteina reguladora positiva LAC9, que ira se auto-ativar, além
de ativar os genes do lac-gal regulon. A diferenga entre os picos de atividade e
0 pico maximo observado esta na concentracdo do substrato (galactose) ainda
presente no interior da célula, que correspondera a amplitude da ativagao, pois

observa-se que quando a atividade foi méxima em todos os experimentos
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houve aumento da intensidade da banda protéica no gel, isto ¢, aumento de
sintese da enzima.

J& a queda pode ser causada por repressio catabdlica
(glicose>galactose), por inativacdo da enzima de forma competitiva (excesso
de galactose) ou ndo-competitiva (excesso de glicose). E vélido ressaltar que
quando a queda na atividade da enzima ocorre nos estddios finais do
crescimento, possivelmente esteja ocorrendo um processo de degradacao
enzimatica.

Sendo assim, a unido dos eventos de indugdo e repressao do lac-gal
regulon, bem como da inativacdo e degradacao da enzima, explica o fato de a
atividade de [3-galactosidase ser ciclica durante o cultivo em regime de

batelada e sob taxas de dilui¢ao baixas e altas no cultivo continuo.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Kluyveromyces lactis (K. lactis) foi cultivada em soro de queijo
ultrafiltrado (SUF) em regimes de batelada e continuo, com o objetivo de
investigar as condi¢des fisiologicas que levam ao aumento e a queda da
atividade de [3-galactosidase na entrada da fase de desaceleracdo do
crescimento populacional.

Para investigar a variagdo da atividade de [-galactosidase durante o
crescimento, caracterizaram-se as fases fisiologicas do crescimento no cultivo
em batelada. Para padronizar a investigacao, observou-se que as concentragoes
iniciais de células A) DOgo 0,1, B) DOy 0,2 ¢ C) DOgyy 0,3 afetam a
velocidade de crescimento A) 0,22 h', B) 0,21 h' e C) 0,18 h', porém a
delimitacdo das fases de crescimento ¢ semelhante (a extensdo da fase
exponencial foi observada até 13 horas de cultivo, sendo a fase de
desaceleragdo iniciada em 15 horas de cultivo aproximadamente). Uma
batelada mais prolongada com uma populagdo inicial menor (DOg, inicial de
0,04, = 0,37 h'', extensdo da fase exponencial de 25 horas) foi realizada para
determinar com maior precisao a fase estacionaria, estabelecida em 144 horas
de cultivo, e obter uma maior extensao da fase exponencial, permitindo uma

observagao mais criteriosa do comportamento da atividade da enzima.
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A cultura continua foi conduzida com fluxos de 0,1, 0,15, 0,2, 0,3 e
0,4 mL/h, que correspondem as velocidades especificas de crescimento [ =
0,06, 0,09, 0,12, 0,18, 0,24 k', respectivamente. O objetivo foi estratificar a
fase de desaceleracdo do crescimento, o que auxiliou na andlise dos dados
obtidos no cultivo em batelada.

Durante os cultivos acompanharam-se os picos e as quedas da atividade
de B-galactosidase, consumo de lactose, a formacdo e o consumo de etanol ¢
perfil eletroforético de [3-galactosidase intra e extracelular por K. lactis. Os
resultados demonstraram picos de atividade maxima da enzima no final da
fase exponencial e inicio da fase de desaceleracdo nas culturas conduzidas em
regime de batelada. Ja no cultivo continuo, o pico de atividade ocorreu na taxa
de diluicdo de 0,09 h' (distante do pmax = 0,3 h '). Nestas condi¢des, as
concentragdes de lactose no meio nem sempre se correlacionam com o
maximo da atividade da enzima, mas indicaram, como demonstrado por varios
autores, que a relacdo galactose>glicose no interior da célula deve ser
responsavel pela maxima indugdo do lac-gal regulon.

Observou-se, ao longo de todo o experimento, que mesmo nos
momentos de queda na atividade enzimadtica, apds os picos de atividade
maxima, a lactose ainda era detectada no meio e continuava sendo consumida,
enquanto o etanol era detectado em concentragdes crescentes. Essas
observacdes indicam que a queda na atividade ndo estd relacionada com a
exaustdo de lactose no meio, nem com o crescimento diauxico a custa do
etanol, embora durante a fase de desaceleracao do crescimento da cultura em
batelada tenha sido observada diauxia quando as concentragdes de lactose no
meio eram insignificantes.

Outros picos de atividade foram evidenciados antes e apds o pico
maximo, ¢ os dados obtidos reforcaram a idéia de que o aumento na atividade
nao estd relacionado diretamente com a concentracdo de lactose no meio,
assim como a queda ndo estéd relacionada com a exaustdo da lactose ou com a
assimilagdo de etanol. A diferenga entre os picos de atividade e o pico maximo

observado esta na concentragdo do substrato (galactose) ainda presente no
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interior da célula, que corresponderd a amplitude da ativagdo, pois observa-se
que quando a atividade foi méxima em todos os experimentos houve aumento
da intensidade da banda protéica no gel, isto €, aumento de sintese da enzima.

[3-galactosidase das amostras das culturas em batelada e continua foram
analisadas em gel de poliacrilamida desnaturante e indicaram que ndo existe
uma relacdo direta entre a atividade da enzima e a concentracdo da proteina,
com excecdo nos tempos em que a atividade ¢ méxima, quando houve
aumento da intensidade da banda protéica no gel. Nas amostras de
sobrenadante de ambas as bateladas e cultura continua submetidas ao gel, ndo
se encontrou [3-galactosidase, indicando que o etanol produzido ndo
permeabilizou a cultura de K. lactis utilizada neste trabalho. Foi notavel a
produgdo de etanol por K. lactis em SUF tanto em regime de batelada quanto
em regime continuo, onde cerca de 55 a 69% da lactose foi convertida a
etanol.

As observacdes permitem concluir que o aumento seguido da queda na
atividade de [-galactosidase esteja relacionado com a relagdo
galactose/glicose intracelular, de acordo com o modelo proposto
anteriormente. Também, os eventos de regulagdo que envolvem indugdo e
repressdo da sintese de [3-galactosidase, associada a regulagao da atividade por
inibicdo ou degradacdo da enzima, explicam a variagdo ciclica da cinética da
atividade de [(-galactosidase durante o cultivo em regime de batelada e sob

taxas de diluigdo baixas ¢ altas no cultivo continuo.
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