UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS - FEA
DEPARTAMENTO DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS

Estudo da Producéao de Glutationa a partir de Saccharomyces
cerevisiae e Avaliacado da Aplicacdo de Campos Magnéticos

Durante as Fermentacodes

Lucielen Oliveira dos Santos
Engenheira de Alimentos

Prof. Dr. Ranulfo Monte Alegre
Orientador

Tese apresentada a Faculdade de Engenharia
de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas, para obtencédo do titulo de Doutora
em Engenharia de Alimentos.

Campinas
2008



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FEA — UNICAMP

Santos, Lucielen Oliveira dos

Sa59%e Estudo da producéo de glutationa a partir de Saccharomyces
cerevisiae e avaliagdo da aplicacdo de campos magnéticos
durante as fermentagdes / Lucielen Oliveira dos Santos. —
Campinas, SP: [s.n.], 2008.

Orientador: Ranulfo Monte Alegre
Tese (doutorado) — Universidade Estadual de Campinas.
Faculdade de Engenharia de Alimentos.

1. Glutationa. 2. Campos magnéticos. 3. Saccharomyces
cerevisiae. 4. Delineamento experimental. 5. Fermentacao

submersa. |. Monte Alegre, Ranulfo. Il. Universidade
Estadual de Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos.
[l Titulo.

(ckn/fea)

Titulo em inglés: Study of the production of glutatione from Saccharomyces
cerevisiae and evaluation of application of magnetic fields during
fermentation

Palavras-chave em inglés (Keywords): Glutathione, Magnetic field, Saccharomyces

cerevisiae, Experimental design,Submerged
fermentation
Titulagao: Doutor em Engenharia de Alimentos

Banca examinadora: Ranulfo Monte Alegre

Jorge Alberto Vieira Costa
Rodrigo de Oliveira Moraes
Gabriela Alves Macedo
Andrea Roberta Clemente
Reinaldo Gaspar Basto

Data de defesa: 07/03/2008

Programa de Pés-Graduagao: Programa em Engenharia de Alimentos



BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Ranulfo Monte Alegre
Orientador

FEA-UNICAMP

Prof. Dr. Jorge Alberto Vieira Costa
Membro

FURG

Dr. Rodrigo de Oliveira Moraes
Membro

Profa. Dra. Gabriela Alves Macedo
Membro
FEA-UNICAMP

Profa. Dra. Andréa Roberta Clemente
Membro
UNIARARAS

Prof. Dr. Reinaldo Gaspar Bastos
Membro
UNICENTRO






Dedico-aos meus pais;, Luciliove Elmo; pelo-amor, pelo-
carinho; pelo-incentivo; pela confianca,, pela ajuda nos
momentos maiy dificeis e por jomais tevem medido-esforcos
para que ew chegasse até aqui.






“Embora ninguém possa voltowr atrds e fagzer ww novo
comego; qualquer um pode comecar agoraw e fager wm novo-

4 »
A

Chico-Xawier



Vi



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter me dado a vida e condi¢des de subir mais um degrau em minha carreira
profissional e me ajudar nos momentos mais dificeis que me deparei durante a realizagdo desta
tese;

A UNICAMP, uma instituicdo publica, gratuita e de qualidade, por ter me acolhido
durante o curso de mestrado;

Ao CNPq pela bolsa de estudos;

Ao Banco Santander pela bolsa de estudo que me proporcionou realizar parte deste
trabalho na Universidade de Salamanca - Espanha;

Ao Prof. Dr. Ranulfo Monte Alegre pela dedicagcdo na orientagdo deste trabalho, pela
compreensao, pelo incentivo, pela paciéncia nos momentos dificeis e principalmente pelo
companheirismo e amizade;

Ao primeiro “desorientador” e amigo Jorge A. V. Costa por ter me mostrado o mundo da
pesquisa fazendo com que despertasse meu interesse por esta area e, de certa forma, ser
responsavel por eu estar aqui hoje;

Ao Prof. Dr Jorge Cuellar Antequera pelo sua orientacdo durante minha estada na
Universidade de Salamanca;

A todos os membros da Banca Examinadora que com sua experiéncia cientifica e
conceituada qualificacdo enriqueceram as discussbes deste trabalho através de suas
sugestoes;

Aos meus pais EImo e Lucilia por todo o apoio em todas as etapas da minha vida,
principalmente nas horas mais dificeis em que pensei em desistir de tudo e que com suas
palavras de incentivo me fizeram superar as dificuldades, levantar a cabeca e dar volta por
cima. Se ndo fossem vocés, eu ndo estaria aqui. Obrigado por cada palavra do outro lado do
telefone que me transmitiram confianga e coragem, necessdrias para que eu continuasse a

Vii



caminhada;

A minha madrinha Beatriz pelo apoio, carinho e incentivo durante todas as etapas da
minha vida;

A Claudinha, Edinho e Rafael e pela amizade, carinho, auxilio na execugao deste
trabalho e pela paciéncia durante todos os dias no laboratério;

Aos meus amigos Abrado, Adri, Ale, Andréa, Batavo, Caicara, Camila, Camilinha, César,
Cinthia, Claudio, Cristina, Cristhiane, Dani, Daniel, Eliane, Feni, Gabi, Geraldo, Gustavos, Jaque
Fidza, Jaqueline, Leila, Louise, Lucia, Marcia, Marcio, Mila, Moribe, Myllene, Nelisa, Olga,
Otavio, Racks, Rodi, Rodrigo, Tati, Vanessa, Veri e tantos outros que sempre estiveram ao meu
lado nas horas boas e nas horas dificeis da minha vida. Sei que estou esquecendo e omitindo
varios nomes, me desculpem vocés sabem o quao importantes sdao. Muito obrigado a todos,
nao importa quantos e quais nomes vocés tenham.

viii



SUMARIO

INAICE 0@ FIGUIAS.....ueecueerecarseescasseseassseessssesssassssssasessssasessassnssssssnsssssssssnsssssssssesssmsssnsssanensssssns xi
INAICE @ TADEIAS.....ccucucurrereescscsessssssssssesessssssssssssssssssssse e s asssasese s e bessa s se s s e s assanasasassnsns XV
(N[0T 1 0= T = L F ] - . Xix
== 13T xxiii
Y ¢ =3 1 T XXV
1. INTRODUGAO ....cocoieiirererererasassssseseesesesesesesssssasasasassssesesesssssssssssssasasasassssesessnssssssssssanans 1
P2 © 1 = 0 1 I Y0 1 5
P20 T 0 o 1= (LYo T € T - | 5
2.2  Objetivos ESPECITICOS ....ccuiiiiimriiiiimnrrisimsr s s mns s s s e mnn s 5
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ccorereeurerensssssesesssssesssssessssssssesssssessssssssssssssessssssssssssssnens 7
R 0 I €1 11 - o o - 7
3.2 Producao de Glutationa.........ccceiiiimmminiims s 13
3.2.1 Producéo de Glutationa por Saccharomyces cerevisiae..............ccccouueueeiiincneneenns 18
3.3 Estudos e Aplicacoes de Campos Magnéticos na Biotecnologia ............cceeemmeenrnenn. 23
3.3.1 Aplicagao de Campos Magnéticos no Cultivo de Saccharomyces cerevisiae.......... 31
4. MATERIAL E METODOS......ccoiuiuiucacscscsesesesissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsnsaes 35
Z B T 11 o7 g o T T= T 1= 0 o R 35
4.2  Preparo do INOCUIO........cceiiiiimmeriniiens s s s s mnn e 35
R T 11 U= Fo T o (= 01 o T 35
R o = o - 36
441 Ensaios em Frascos Erlenmeyer — “shaker” ... 36
442 Ensaios em Fermentador de Bancada ..........coooeeeeieiiiiiiiiiicieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 39
4.4.3 Ensaios com Aplicagdo de Campos Magnéticos Gerados por Bobinas................... 41
4.4.4  Ensaios com Aplicacdo de Campos Magnéticos Gerados por Imas........................ 42
4.5 Metodologia ANalitiCa ......cccceemmririremrriiirmr s e 43
4.5.1 Determinagéao da Concentrag@o Celular.........cc.uvvieiiiieiiiiiiiiiiieee e 43
4.5.2  DeterminaGa@o de PH .......ooiiiiiiiiii e 44
4.5.3 Determinagédo da Concentragédo de Glicose Residual...........ccccceeeiviiiiiiiiiiineeeiines 44
4.5.4  Determinagédo da Concentragdo de Glutationa...........ccooveiuviiiiieiee i 45
45,5 Determinagdo de INdUGA0 MagnEtiCa ........coeviuuiiiiiiiee e 45
T 0 1o 1] oY 45
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........ccccereererererereressssssssssssssssessssssssssssssssssssasasssssssssssssnsnsnes 49



5.1  Ensaios Frascos EFleNMEYEr ..........cccciiiimmmmmmmmnnnsssssss s nsssssssssss s 49

51.1 Delineamento Fatorial Fracionado (FF) ... 49
5.1.2  Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (PD) ...........coccciiiieeiiiiinnnnes 55
5.1.3  Segundo Delineamento Composto Central Rotacional (SD) ..........cocccuviieeeiiiiinnnnes 64
5.2 Ensaios em Fermentador de Bancada.........cccccccuniiiiinmmmmnmmmnnnnnssssssssnssssses s 78
5.3 Ensaios com Aplicacao de Campos Magnéticos Gerados por Bobina.........cccccerrn. 87
5.3.1 Sem Aplicagédo de Campos Magnéticos (CONtrole) ........ccooevviiiiiiieiiee e 88
5.8.2  Com Aplicacdo de Campos Magnéticos Gerados por Bobina ...........cccoccveeeiininennn. 89
5.4 Ensaios com Aplicacdo de Campos Magnéticos Gerados por imas..........cceceeruruene 97
6.  CONCLUSOES ......ccotecureresssssessssssesessssssesssssssse s ssssesssssssssssssssssssssssssssssssessssssssessnsnensans 105
7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......cceueueeucreeeeeesesesssssssssassssesessssnsnsnes 107
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ccovmtrmesreressssssesesssssessssssssssssssesssssssssssssssssssses 109
TR {1\ = (0 1 119



iNDICE DE FIGURAS

Figura 1: Formula estrutural da glutationa............cooouiiiiiiiiie e 7
Figura 2: Esquema da biossintese de glutationa (GSH)...........ccoooiiiiiiiiiii e, 8
Figura 3: Metabolismo da glutationa nas leveduras. (SHIMIZU et al., 1991) .......ccceiiiiiiiennnnen. 8

Figura 4: Esquema do tratamento magnético da suspensao celular em fermentador de bancada

Figura 5: Acompanhamento da concentragcdo celular (g/L) de Saccharomyces cerevisiae
durante o FF (2°%): (a) ensaios 1@ 6 (D) €NSaI0S 7 @ 11....c.ooviveiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50

Figura 6: Acompanhamento da concentragdo de GSH (mg/L) produzida por Saccharomyces
cerevisiae durante o FF (2°%): (a) ensaios 1 a6 e (b) ensaios 7@ 11......cccoeevveovieoeieeeeeenn 51

Figura 7: Acompanhamento da concentracéo celular (g/L) de S. cerevisiae durante o PD (2°):
(a) ensaios 1 a6, (b) ensaios 7a12e (c) ensaios 13 a 17, 56
Figura 8: Acompanhamento da concentracdo de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae
durante o PD (2°): (a) ensaios 1 a 6, (b) ensaios 7 a 12 e (c) ensaios 13 a 17....ccccovveurevennn.e. 58
Figura 9: Superficies de resposta do PD (2% para a conc. de GSH como uma funcéo: (a) pHinicia
e conc. de glicose, (b) conc. de glicose e temperatura e (C) pHinicias € temperatura.................... 63
Figura 10: Acompanhamento da concentragdo celular (g/L) de S. cerevisiae durante o SD (2°):
(@) ensaios 1 a6 € (D) ENSAIOS 7 @ 12, e 65
Figura 11: Acompanhamento da concentracdo de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae
durante 0 SD (2%): (a) ensaios 1 @6 € (D) NSAI0S 7 @ 12.....c.ceviveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 66
Figura 12: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) do SD (2°) para a concentracédo
de GSH produzida por S. cerevisiae como uma fungédo da concentracao inicial de glicose e da
[(] 00T 01T =AU = PP 71

Figura 13: Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a concentracao de
GSH NO SD (22) @M 72 N en e e e e e e et 73
Figura 14: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) do SD (2?) para a concentracédo
celular de S. cerevisiae como uma funcdo da concentragao inicial de glicose e da temperatura.

Figura 15: Acompanhamento do ensaio 1FB (25°C, 40 g/L de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, com
peptona e sem adicdo de aminoacidos) durante as 72 h de fermentagdo por S. cerevisiae.
Resultados de: (+) concentracdo celular (g/L), (®) concentracdo de glicose (g/L) e (m)

[olelgler= gl ig=Tor= ol e (ol € 1] o I (1 4T 4 I RPN 78

Xi



Figura 16: Acompanhamento do ensaio 2FB (20°C, 54 g/L de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, com
peptona e sem adicdo de aminoacidos) durante as 72 h de fermentacdo por S. cerevisiae.
Resultados de: (+) concentragdo celular (g/L), (®) concentragdo de glicose (g/L) e (m)
conNCeNtraCao de GSH (MO/L)....ueeiie it e e e e e nae e e eanees 79
Figura 17: Acompanhamento do ensaio 3FB (20°C, 54 g/L de glicose, 300 rpm, 0,53 vvm, com
peptona e com adi¢cdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentacgao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracédo celular (g/L), (¢) concentracdo de glicose
(g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adigao de
= L0 T To T= o] To [0 RS TRSR 80
Figura 18: Acompanhamento do ensaio 4FB (20°C, 54 g/L de glicose, 400 rpm, 0,53 vvm, com
peptona e com adigdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentagéao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentragdo celular (g/L), (¢) concentragcao de glicose
(g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adi¢do de
=L 1T o =T o [0 <3PS 81
Figura 19: Acompanhamento do ensaio 5FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 0,53 vvm, com
peptona e com adigdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentagéao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracédo celular (g/L), (®) concentracdo de glicose
(g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adigao de
=0T To T= o] To [0 =SSR 82
Figura 20: Acompanhamento do ensaio 6FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vwm, com
peptona e com adi¢cdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentacgao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracédo celular (g/L), (®) concentracdo de glicose
(g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adi¢do de
=T 1T 0 =T o [0 <3RS 83
Figura 21: Acompanhamento do ensaio 7FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vwm, com
extrato de levedura e com adigdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de
fermentagao por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentragédo celular (g/L), (®) concentragao
de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a
F=To [To¥=ToJNo (== T 41 1o =Tl o [o - SR 84
Figura 22: Acompanhamento do ensaio 8FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vwm, com
agua de maceragao de milho e com adigao de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as
72 h de fermentagdo por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentragdo celular (g/L), (e)

concentracao de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais

Xii



indicam a adiGa0 de aMINOACIHOS. ........uuiiiiiiiiiie ittt e e e s e e e e 85
Figura 23: Concentracdo de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae durante o DCM (a)
ensaios com efeito estimulante (1, 3 e 4) e (b) ensaios com efeito inibitério (2 e pontos centrais)
para 72 h de fermentacédo em relag@o ao ensaio CONrole........ceeeveiicciiiieieee e e 91
Figura 24: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) do DCM para a concentragao
celular como funcao do tempo de aplicagéo e da indugdo do CM..........ccceeeveiiiiiiiinee e e, 95
Figura 25: Fermentagédo controle (sem aplicacdo de CM) para a produgdo de GSH por S.
cerevisiae: (+) concentracao celular (g/L), (¢) concentracao de glicose (g/L) e (m) concentragao

de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adicdo de aminoacidos.

Figura 26: Ensaio com aplicacdo de 24 h de CM para a producao de GSH por S. cerevisiae: (+)
concentracao celular (g/L), (*) concentragcéao de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).
As linhas tracejadas verticais indicam a adigdo de aminOACidoS...........evvririieeeiiiieiee e 98
Figura 27: Ensaio com aplicacdo de 48 h de CM para a produgao de GSH por S. cerevisiae: (+)
concentracao celular (g/L), (¢) concentracdo de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).
As linhas tracejadas verticais indicam a adigdo de aminOACidoS. ..........evveiiiieeeiiiieeee e 99
Figura 28: Ensaio com aplicacdo de 72 h de CM para a producao de GSH por S. cerevisiae: (+)
concentracao celular (g/L), (®) concentragcéao de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

As linhas tracejadas verticais indicam a adigao de aminOAcidos...........covvrerriieeiiireriiee e 100

Xiii



Xiv



iNDICE DE TABELAS

Tabela 1: Composigao do meio YM usado na manutencao da cepa e no preparo do in6culo de
Saccharomyces cerevisia@ ATCC 7754t e e e e 35
Tabela 2: Composi¢ao do meio utilizado para a producdo de glutationa...........ccceevvirieernnennns 36
Tabela 3: Matriz dos ensaios gerada pelo delineamento fatorial fracionado (FF), 2°% com seus

niveis codificados e reais (eNntre PAréNtESES).........oui i uiiii it 37
Tabela 4: Matriz dos ensaios gerada para o primeiro delineamento composto central rotacional
(PD), 2° com seus niveis codificados e reais (entre Par&nteSses)..........ocveevevreereeeseeeeeeensens 38
Tabela 5: Matriz dos ensaios gerada para o segundo delineamento composto central rotacional
(SD) 2% com seus nhiveis codificados e reais (entre Par@NtESES)...........covvevereeereeereeeeeeereeneenns 39
Tabela 6: Ensaios feitos no fermentador de bancada (FB) .........cccoeiiiiiiiieee e 40

Tabela 7: Matriz dos ensaios gerada para o delineamento fatorial completo com aplicacao do
CM (DCM) 2% com seus hiveis codificados e reais (entre parénteses)...........ccoveveeeereveerenens. 42

Tabela 8: Porcentagem de GSH produzida por Saccharomyces cerevisiae e fatores de
convers&o para o delineamento fatorial fracionado (FF) 2°2 ..........c.coooviieeeeeeeeeeeeee e 52
Tabela 9: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) para o delineamento
fatorial fracionado (FF) 252 ... ... e e e n s en e e e e e e, 53

Tabela 10: Estimativa dos efeitos para a concentragdo de GSH produzida por S. cerevisiae no
planejamento FF (2%2) PAra 72 N.....occvveeeeeeeeeeeeeeeee et en s s 54
Tabela 11: Estimativa dos efeitos para a concentragao celular produzida por S. cerevisiae no
planejamento FF (2%2) PAra 72 N.....cocveeeeeeeeeeeeeeeeee et n e nanennans 54
Tabela 12: Porcentagem de GSH produzida por S. cerevisiae e fatores de conversao para o
primeiro delineamento composto central rotacional (PD) 2°.............cooveveveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 59
Tabela 13: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) para o primeiro
delineamento composto central rotacional (PD) 23...........cooveeeeoeeeeeee e 60
Tabela 14: Coeficiente de regressao e desvio padrdo do PD (2°), para a concentragéo de GSH
produzida por S. CErevisSiae €M 48 N........cocceeiii et ee e e s e e e neaeaeeanes 61
Tabela 15: Anélise de variancia do PD (2°) para a concentragcdo de GSH produzida por S.
CEIEVISIAE €M A8 N...cooiiiiiiee ettt e e e e e e ettt e e e e e e e s e e eeeeee e e e e easansseeeeeeeseeaannes 61

Tabela 16: Porcentagem de GSH produzida por S. cerevisiae e fatores de conversao para o
segundo delineamento composto central rotacional (SD) 22...........ccceeveveveeeeeereeeeee e, 67
Tabela 17: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) conversdo para o

segundo delineamento composto central rotacional (SD) 22...........ccceeveveeeeeeeeeeeeee e, 68

XV



Tabela 18: Coeficiente de regresséo e desvio padrao do SD (2°), para a concentracédo de GSH
produzida Por S. CEreviSiae €M 72 N........ooeiiii ettt e e snee e e 69
Tabela 19: Anélise de variancia do SD (2°) para a concentracdo de GSH produzida por S.
CEIEVISIAC EIM T2 Nttt ettt e e ettt e e e e e e e s st e et eeeeee e s s neseeeaeeeesaaannsseaeeeeesenannnnes 69
Tabela 20: Concentragbes de GSH experimentais, previstas pelo modelo, desvios e desvios
relativos Para 0 SD (2%) @M 72 N....voveeeeeeeeeceeeeeceeecece e e e ee e ee e, 72
Tabela 21: Coeficiente de regressao e desvio padrdo do SD (2%, para a concentragao celular
dE S. CEreVISIAE BM T2 Nttt et e ettt e e st e e e e e st e e e s nnseee e e nnneeeens 74
Tabela 22: Analise de variancia do SD (2°) para a concentracéo celular de S. cerevisiae em 72

SRRSO 74
Tabela 23: Porcentagem maxima de GSH e fatores de conversado para as fermentagdes no
fermentador de bancada (FB)...........eeii i 86
Tabela 24: Concentracédo celular (g/L) de S. cerevisiae dos ensaios controle em 72 h............. 88

Tabela 25: Concentragdo de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae dos ensaios controle em

Tabela 26: Concentragdo celular (g/L) de S. cerevisiae e porcentagem de diferenca de
concentracado celular (PDC) para os tempos de 24, 48 e 72 h do delineamento fatorial completo
(olo]aq =T o] [Tor=Tor=To o (o 1 0 1V O PO RRRTPRP 90
Tabela 27: Porcentagem de diferenga de concentragdo de GSH (PDG) produzida por S.
cerevisiae para 0s tempos de 24, 48 e 72 h do delineamento fatorial completo com aplicacao do
CIM (DOM) . ettt e et e et e e et e e et e e e et eeeeabeeeesseeeasbeeenseeeeaseeesaseeeenseeeanneeenns 92
Tabela 28: Porcentagem de GSH e fatores de conversao para o delineamento fatorial completo
com aplicacao do CM (DCM) e para 0 ensaio CONIOIE........coiiuiriiiieee e e e e 93
Tabela 29: Coeficiente de regressao e desvio padrao do DCM para a concentragédo celular em

Tabela 30: Andlise de variancia do DCM para a concentragdo celular em 48 h............ccc........ 94
Tabela 31: Coeficiente de regressao e desvio padrao do DCM para a concentracao de GSH

produzida por S. CEreviSiae €M 48 N........cocueeiie et ee e e e ee e s nnaeaeeanes 96
Tabela 32: Andlise de variancia do DCM para a concentracdo de GSH em 48 h..................... 96
Tabela 33: Resultados de PDC e PDG para 72 h de fermentagao..........cccceeeeveeeiniiieeecninenn. 100

Tabela 34: Porcentagem de GSH produzida por S. cerevisiae e fatores de conversao para os
ensaios com aplicagcdo de CM e 0 ensaio controle apis 72 N.......cooveviieiiiieeiiie e 101
Tabela 35: Concentracao inicial de glicose (g/L) e valores de pH obtidos no delineamento

XVi



fatorial fracioNAd0 (FF) 2%2.... ... oottt n s 119
Tabela 36: Resultados da concentracdo celular (g/L) obtidos no delineamento fatorial

fraCIONAAO (FF) 2572 ... oottt ettt a e e anan s 120
Tabela 37: Resultados da concentracdo de GSH (mg/L) obtidos no delineamento fatorial
fraCIONAAO (FF) 2572 ...ttt ettt a e ananaeas 120

Tabela 38: Concentracdo inicial de glicose (g/L) e valores de pH obtidos no primeiro
delineamento composto central rotacional (PD) 23.............cceueicecccceceeeeeeeeeee e 121
Tabela 39: Resultados da concentracdo celular (g/L) obtidos no primeiro delineamento
composto central rotacional (PD) 2°...........c.oo et 122
Tabela 40: Resultados da concentracdo de GSH (mg/L) obtidos no primeiro delineamento
composto central rotacional (PD) 2°...........c.oo oot 123
Tabela 41: Estimativa dos efeitos para a concentracao celular de S. cerevisiae no primeiro
delineamento composto central rotacional (2%) Para 48 N.........c.cceeeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeernn, 124
Tabela 42: Estimativa dos efeitos para a concentracao celular de S. cerevisiae no primeiro
delineamento composto central rotacional (2%) Para 72 N......c.coveveeeeeeeveeeeee e, 124
Tabela 43: Concentracao inicial de glicose (g/L) e valores de pH obtidos no segundo
delineamento composto central rotacional (SD) 22...........ccceueueeueeecceceeeeeeeeee e en e 125
Tabela 44: Resultados da concentragdo celular (g/L) obtidos no segundo delineamento
composto central rotacional (SD) 22............ccueuceeeeeeeeeee e e e s enesnannas 126
Tabela 45: Resultados da concentracdo de GSH (mg/L) obtidos no segundo delineamento
composto central rotacional (SD) 22............ccueeueeeeeeeeee e e e s enennnnas 127
Tabela 46: Resultados do ensaio 1FB feito no fermentador de bancada, utilizando 25°C, 40 g/L
de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, peptona e sem adicdo de aminoAcidos..........cccceeereeeerreunenenen. 128
Tabela 47: Resultados do ensaio 2FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, peptona e sem adicdo de aminoAcidos...........ccceereeeerrcunennnen. 129
Tabela 48: Resultados do ensaio 3FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 300 rpm, 0,53 vvm, peptona e com adi¢do de aminOACIdOS. ........ccveveeervereeeienenn. 130
Tabela 49: Resultados do ensaio 4FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 400 rpm, 0,53 vvm, peptona e com adi¢do de aminOACIdOS. ........cccvveeeerverreeiienenn. 131
Tabela 50: Resultados do ensaio 5FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 500 rpm, 0,46 vvm, peptona e com adi¢do de aminOACIdOS. ........ccveeeeerverreerieeennn. 132
Tabela 51: Resultados do ensaio 6FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, peptona e com adicao de aminoacidos........c..ccceeverrivrereennennn. 133

XVii



Tabela 52: Resultados do ensaio 7FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, extrato de levedura e com adicdo de aminoacidos................... 134
Tabela 53: Resultados do ensaio 8FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54 g/L
de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, agua de maceracao de milho e com adicdo de aminoacidos... 135
Tabela 54: Resultados de pH obtidos nos ensaios controle sem aplicacdo de CM................. 136
Tabela 55: Resultados de pH e concentracdo de GSH (mg/L) obtidos nos ensaios do
delineamento fatorial completo com aplicacao de campos magnéticos (DCM)..........cccceeueeeee. 136
Tabela 56: Resultados do ensaio controle no fermentador de bancada sem aplicacdo de CM.

XViii



NOMENCLATURA

% GSH — porcentagem de glutationa — massa de glutationa em relacdo a massa de célula
u - velocidade especifica de crescimento
pg — velocidade especifica de produgao de glutationa
ADP — adenosina difosfato
AMM — agua de maceragao de milho
ATP — adenosina trifosfato
Cac — concentracao celular ou de glutationa com aplicagdo do CM
Ceontrole - CONcentracao celular ou de glutationa do ensaio controle
Cd — cadmio
CDM — chemically defined medium
CM — campos magnéticos
Co — cobalto
CO, — di6xido de carbono
Cr - cromo
Cu — cobre
DCCR — delineamento composto central rotacional
DCM - delineamento fatorial completo com aplicacdo de campos magnéticos
DTNB - 5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoic acid
EL — extrato de levedura
FB — fermentador de bancada
FeSO, — sulfato ferroso
FF — delineamento fatorial fracionado
Jeel — Massa de células em gramas
Jgic — Massa de glicose em gramas
GSH — glutationa ou glutationa reduzida
GSSG — glutationa oxidada
H-O - agua
HCI — acido cloridrico
KH.PO, — fosfato diacido de potassio
kHz — quilo Hertz
L — termo linear nos coeficientes de regressao
MQgaesH — Massa de glutationa em miligrama

XiX



MQasH/Jeel — Massa de glutationa em miligrama por massa de célula em grama

MgSO, — sulfato de magnésio

MgSQO,. 7 H,O — sulfato de magnésio heptahidratado

Mn - manganés

NAC — N-acetil-L-cisteina

NaCl — cloreto de sb6dio

NADPH - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato

NaHCO; — bicarbonato de sédio

NaOH — hidroxido de sédio

(NH,).SO, — sulfato de aménia

Ni — niquel

O; - oxigénio

OD - oxigénio dissolvido

Pon — concentragé@o de produto em 0 h

P7on — concentragéo de produto em 72 h

PD - primeiro delineamento composto central rotacional

PDC - porcentagem de diferenca da concentragdo celular com a aplicacdo de campos
magnéticos em relagdo aos ensaios controle

PDG - porcentagem de diferenca da concentragdo de glutationa com a aplicacdo de campos
magnéticos em relagdo aos ensaios controle

Q — termo quadrético nos coeficientes de regressao

RNAm — &cido ribonucléico mensageiro

Son- concentragéo de substrato em 0 h

S7on- concentragcao de substrato em 72 h

SD - segundo delineamento composto central rotacional

Se - selénio

TCA — &cido tricarboxilico

Te- telurio

UFC - unidades formadoras de col6nias

v/v — volume por volume

vvm — volume de ar por volume de meio por minuto

Xon — concentragao celular em 0 h

X72n — concentracdo celular em 72 h

XX



Y — resposta experimental

~

Y - resposta prevista pelo modelo

YM — yeast extract-malt extract (meio extrato de levedura-extrato de malte)
Y s — fator de conversdo de substrato em produto

Yo — fator de conversdo de célula em produto

Yys — fator de conversdo de substrato em célula

Zn — zinco

ZnSQO, — sulfato de zinco

XXi



XXii



RESUMO
A glutationa (GSH) € um tripeptideo composto por acido glutamico, L-cisteina e glicina. Uma de
suas fungbes mais importantes é atuar como antioxidante contra os efeitos téxicos do oxigénio
e de outros compostos oxidativos. A GSH é importante em varias fungbes metabdlicas nas
células, tais como: protecdo da oxidagao por peroxidos, transporte de aminodcidos através da
membrana celular e eliminacdo de metais pesados. Com a descoberta de mais fungdes e
propriedades, este composto tornou-se de interesse nas industrias de aditivos para alimentos,
cosméticos e farmacos. Este tripeptideo € normalmente produzido por fermentacdo com
leveduras. A aplicacao dos campos magnéticos (CM) nos processos fermentativos pode causar
efeitos estimulantes ou inibitérios. Poucos trabalhos tém sido direcionados para aplicacdo de
CM em Saccharomyces cerevisiae. O objetivo deste trabalho foi o estudo da producao de GSH
e avaliar o efeito da aplicacdo de CM durante o processo. O microrganismo utilizado foi a
levedura S. cerevisiae ATCC 7754 e o acompanhamento das fermentagbes foi feito com
determinacées de pH, concentragdes celular, de glicose e de GSH. Na primeira etapa, em
frascos Erlenmeyer (250 mL), foram feitos trés delineamentos experimentais. Os niveis de
temperatura, pHinciai, 2gitagédo, concentragdes de indculo e inicial de glicose foram estudados. A
maior concentracao de GSH obtida foi de 168,9 mg/L apos 48 h, no ensaio a 24°C, 300 rpm,
pPHiniciar 9, 60 g/L de glicose e 5% de in6culo. Foi obtido um modelo de segunda ordem e o
percentual de variacdo explicado por este foi de 95%. Os resultados mostraram que as
melhores condi¢cdes de cultivo foram 300 rpm, 20°C, pHinca 5, 54 g/L de glicose e 5% de
inoculo. Na segunda etapa, feita em fermentador Bioflo Il (5 L), as condigbes de agitagéo,
aeracao, fonte de nitrogénio e adicdo de aminoacidos foram estudadas. A maior concentragao
de GSH (205,7 mg/L) ocorreu em 72 h no ensaio feito a 20°C, 500 rpm, 54 g/L de glicose, 1,1
vvm, com adigdo de aminoacidos e utilizando extrato de levedura. Na terceira etapa foi feita a
aplicagdo de CM gerados por bobina. Para tal, foi utilizado um delineamento experimental e as
variaveis tempo do tratamento e inducao magnética foram estudadas. A concentracao de GSH
chegou a 340 mg/L, quando foram aplicados 25 mT por 16 h. Na quarta etapa o meio de cultivo
foi recirculado passando por imas e foi variado o tempo de exposicdo ao CM. No ensaio com
aplicacao de 20 mT por 72 h foi observada a maior concentracao de GSH, de 271,9 mg/L. Em
todas as etapas o ensaio no qual foi obtida a maior concentragdo de GSH (340 mg/L) foi
conduzido com aplicagao de 25 mT por 16 h e nas seguintes condi¢gdes de cultivo: 20°C, pHinicia
5, 200 rpm, 54 g/L de glicose, 50 g/L de extrato de levedura, 12 g/L de MgSO,.7H.0, 5% de

inoculo (v/v), 3,2 vwvm e com adi¢cao de aminoacidos durante a fermentagéo.
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ABSTRACT

Glutathione (GSH) is a tripeptide consisting of L-glutamate, L-cysteine and glycine. One of its
most important functions is a role as an antioxidant against the toxic effects of oxygen and other
oxidative compounds. GSH is important for several metabolic functions of cells, such as
protection from oxidation by peroxides, transport of amino acids across cell membranes and
elimination of heavy metals. Moreover the discovery of more functions and properties of GSH,
this compound is of interest in the food additive, cosmetic and pharmaceutics industries. This
tripeptide is currently produced by yeast fermentation. The application of magnetic fields (MF) in
the fermentative process can cause stimulants or inhibitory effects. Literature is very poor about
the application of MF in S. cerevisiae. The objective of this work was to study the production of
GSH and evaluate the application of MF fields in this process. The microorganism used was the
yeast S. cerevisiae ATCC 7754 and the fermentations were monitored with the measurements of
pH, concentrations of cell, glucose and GSH. In the first step, in the Erlenmeyer flasks (250 mL),
have made three experimental design. The levels of temperature, pHii, agitation rate,
concentrations of glucose and inoculum were studied. The highest concentration of GSH was
168.9 mg/L after 48 h, in run at 24°C, 300 rpm, pHi.ia 5, 60 g/L of glucose and 5% of inoculum.
It was obtained a second order model equation and the percent of variation explained by the
model was 95%. The results showed that the optimal culture conditions were 300 rpm, 20°C,
PHintar 5,54 g/l of glucose and 5% of inoculum concentration. In the second step, made in
fermentor Bioflo Il (5 L), the conditions of agitation, aeration, a source of nitrogen and addition
of amino acids were studied. The highest concentration of GSH (205.7 mg/L) occurred in 72 h in
run at 20°C, 500 rpm, 54 g/L of glucose, 1.1 vwm, with the addition of amino acids and yeast
extract as a source of nitrogen. The third step was the application of MF generated by coil, it was
used an experimental design and variables time of treatment and induction were studied. The
concentration of GSH reached was 340 mg/L, when it was applied 25 mT for 16 h. In the fourth
step the fermentation medium was recycled through magnets and was varied the time of
exposure to the MF. In run with application of 20 mT by 72 h was seen the highest concentration
of GSH of 271.9 mg/L. At all stages in which the run was obtained the highest concentration of
GSH (340 mg/L) was conducted with application of 25 mT by 16 h of cultivation in the following
conditions: 20°C, pHiniciar 5, 200 rpm, 54 g/L of glucose, 50 g/L of yeast extract, 12 g/L of
MgS0O,.7H,0O, 5% of inoculum (v/v), 3.2 vwm and with the addition of amino acids during

fermentation.

XXV



XXVi



INTRODUCAO

1. INTRODUGCAO

O glutation ou a glutationa ou GSH (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) é um tripeptideo
sintetizado através de consecutivas reacdes enzimaticas. Possui véarias funcbes metabdlicas
nas células, tais como: protecao da oxidacao por peroxidos, transporte de aminoacidos através
da membrana celular, eliminagcdo de metais pesados, eliminacdo de metabdlitos enddgenos
téxicos e participacao no metabolismo do nitrogénio e de compostos sulfurados (BAUER, 1986;
PENNINCKX, 2002; ROLLINI, et al., 2005).

A quantidade deste composto na célula é abundante, por isso qualquer alteracao na
sua concentracao pode ser percebida e usada como um sinal para ativar seus mecanismos de
defesa. Da mesma forma alteragdes nos niveis de GSH tém sido observadas em pacientes com
doencas como, intoxicagdes, diabetes, processos inflamatérios no pulmao, doencas
coronarianas, cancer, HIV, cirrose hepatica, inflamagcdo no pancreas, doencgas

neurodegenerativas e estados de imunodeficiéncia.

A GSH é considerada uma importante molécula de defesa do organismo. A sua fung¢ao
mais importante é atuar como antioxidante contra os efeitos tdxicos do oxigénio e outros
compostos oxidantes. Pode ser usada como retardadora do envelhecimento, no tratamento de
doengas do figado, do pancreas, HIV e como purificador de toxinas (ROLLINI e MANZONI,
2006).

Atualmente a GSH é amplamente empregada nas industrias de aditivos para
alimentos, farmacéutica, de nutricdo esportiva e de cosméticos, por isso a sua demanda
comercial tem aumentado (WEI et al., 2003a; WEI et al., 2003b).

Até a década de 80, a maioria das pesquisas com GSH era feita em tecidos animais,
poucas eram realizadas em plantas e microrganismos (PENNINCKX, 2002). A producdo de
GSH pode ser realizada por métodos quimicos, reagdes enzimaticas e através de fermentagao
com microrganismos, porém o0s métodos enzimaticos e quimicos apresentam algumas
desvantagens. Desta forma a producao industrial de GSH é feita por fermentacao utilizando
normalmente leveduras, nas quais sdo encontrados altos niveis de GSH, sendo as mais citadas

Candida e Saccharomyces.

Comercialmente, é produzida por cepas de S. cerevisiae que acumulam grandes
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quantidades de GSH intracelular (ALFAFARA et al., 1992a; ALFAFARA et al., 1992b).

A eletroestimulagdo é um método estabelecido na medicina ha muitos anos, mas a sua
aplicacao em processos fermentativos é recente. Uma das razbes pela qual a aplicacdo de
campos magnéticos (CM) ndo é muito usada esta no fato do desconhecimento das condicées
limites para cada microrganismo. Outro fato é a falta de reprodutibilidade das pesquisas com
CM, devido as inumeras variaveis que podem influenciar o processo, dentre estas pode-se citar
o tipo de equipamento empregado, os métodos de detec¢do dos CM, o tempo de exposicao, o
estado fisiologico das células e as condigdes de cultivo.

Os efeitos dos CM magnéticos de baixa freqiiéncia nos sistemas biolégicos tém sido
reportados por diferentes pesquisadores, com resultados positivos no tratamento de doengas
dos o0ssos e da pele. Os estudos com microrganismos mostraram aceleragées ou inibigdes do
crescimento celular (IVANOVA et al, 1996; RAO et al., 1997).

As respostas bioldgicas a aplicacdo dos CM nao sao lineares. Por isso, somente para
alguns valores de freqiéncia e indugdo magnética ocorre uma “janela” onde uma resposta
significativa pode ser observada. Os efeitos de estimulo ou inibicdo dos campos s&o atribuidos
a mudangas das biomembranas (lipidicas ou plasmaticas), mudangas na sintese de DNA,
alteracdes do fluxo de ions através da membrana plasmatica e/ou mudangas na estrutura das

biomoléculas (proteinas).

A consequéncia da aplicacdo dos CM sobre o crescimento celular tem sido estudada
do ponto de vista biofisico, mas a sua aplicacdo na biotecnologia ndo tem sido estudada em
profundidade. Apenas na ultima década alguns estudos tém se dedicado a microrganismos de
interesse biotecnoldgico (ZAPATA et al., 2002). Motta et al., (2004) citaram que poucos sao 0s
trabalhos relatados com a S. cerevisiae.

Nenhum trabalho foi encontrado reportando a aplicagdo de CM, gerados por bobinas

ou imas, em cultivos com S. cerevisiae com o objetivo de produzir GSH.

Nas leveduras, a GSH encontra-se no interior da célula; desta forma o aumento da
producéo pode ocorrer de duas formas: aumentando amplamente a concentragéo celular obtida
ou promovendo o aumento do conteudo intracelular (WEN et al., 2004; WEN et al., 2006).

Neste trabalho, as duas estratégias foram utilizadas através do estudo das condi¢des

2
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de cultivo (pH, temperatura, agitacdo, aeracdo e concentracdo de inéculo), do tipo e
concentracao dos nutrientes (glicose, fonte de nitrogénio e adicdo de aminoacidos), do tipo de
fermentador (frasco Erlenmeyer, fermentador de 300 mL e fermentador de bancada) e da
aplicagdo de CM (gerados por bobina ou por imas). Foram utilizados delineamentos
experimentais para reduzir o numero de ensaios e analisar simultaneamente as varidveis
estudadas, obtendo-se assim os efeitos de cada variavel sobre as respostas da concentragédo
celular e de GSH e também os modelos matematicos que descrevem as condi¢ées do

processo.






OBJETIVOS

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a producao de glutationa por Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 avaliando
a influéncia da aplicagdo de campos magnéticos durante o processo de fermentacgao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar temperatura, pH, agitacdo, concentracdo inicial de glicose e concentracéao

de in6culo que promovam a maxima producao de glutationa em frascos Erlenmeyer;

- Otimizar o processo de obtencdo de glutationa em frascos Erlenmeyer em relagéao
aos parametros estudados;

- Avaliar a produgéao de glutationa no fermentador de bancada, utilizando as condi¢des
otimizadas de pH, temperatura, concentracao de in6culo e de glicose nos frascos Erlenmeyer e
determinar as melhores condi¢cdes de agitacdo, aeracao, adicdo de aminoacidos e fonte de

nitrogénio;

- Verificar a influéncia dos campos magnéticos gerados por uma bobina durante a
producédo de glutationa em funcao do tempo de tratamento e indugdo magnética;

- Avaliar a influéncia de campos magnéticos gerados por imas no processo de
producdo de glutationa em fermentador de bancada com reciclo celular em fun¢do do tempo de

tratamento magnético.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 GLUTATIONA

Glutation ou glutationa (GSH) é um tripeptideo composto por acido glutamico, L-
cisteina e glicina (Figura 1). Foi descoberta em um extrato etandlico de leveduras de
panificagdo em 1888 e foi chamado de “philothion” (LI et al., 2004), sendo renomeado e isolado
pela primeira vez em 1921 por Hopkins, a partir de leveduras, figado e musculo de animais (LI
et al., 2004; LIU et al., 1999).

CH.SH

|
CO — NHCHCO — NHCH,COOH

|
(CHz)o

|
CHNH,

|
COOH

Figura 1: Fdérmula estrutural da glutationa.

A GSH é o composto sulfurado nao protéico encontrado em maiores quantidades na
maioria das células de plantas, animais e microrganismos, sendo sua principal funcao evitar a
oxidacao celular (CHA et al., 2004; DONG et al., 2007; GOTOH et al., 2004; LI et al., 2003; LI et
al., 2005; LIN et al., 2004; SCHMIDT e KONETZKA, 1986; SUZUKI et al., 1999; WEN et al.,
2004; WEN et al., 2005).

Alguns autores citaram as quantidades de GSH encontradas em alguns organismos:

- 3 a7 mmoles/kg de Saccharomyces cerevisiae (BAUER, 1986);

- 1% do peso seco da S. cerevisiae (ELSKENS et al., 1991);

- 0,5a1% do peso seco de S. cerevisiae (PENNINCKX, 2000);

- 0,5a 10 mmol/L em células de mamiferos (ROVER Jr. et al. 2001);

- concentragcbes de atée 10 mM na maioria das células vivas de organismos
procariéticos e eucariéticos (PENNINCKX, 2002);

- 0,1 a 1% em leveduras selvagens (LI et al., 2004).

Algumas cepas de Saccharomyces e Candida foram submetidas a técnicas fisicas e
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guimicas para obter cepas mutantes e, com isso, a quantidade de GSH chegou a 3-5% do peso
seco (LI et al., 2004). A GSH ¢é sintetizada através de consecutivas reacdes enzimaticas,
catalisadas pela y-glutamilcisteina sintetase (GSH I, EC 6.3.2.2) e glutationa sintetase (GSH 11,
EC 6.3.2.3) a partir de acido glutamico, L-cisteina e glicina, na presenca de ATP, que é
desdobrado a ADP e fosfato para cada ligagao peptidica produzida, conforme Figura 2 (BAUER,
1986; FAN et al., 2004; GRANT et al., 1996; LI et al., 1998; LI et al., 2005; MURATA et al.,
1981; PENNINCKX, 2002).

cisteina glicina

ADP + P, ADP + P,
4cido glutamico \ j v-Glu-Cis \ /

glutationa sintetase Y-Glu-CIS-G“

v-glutamil - cisteina sintetase

GLUTATIONA
(GSH)

Figura 2: Esquema da biossintese de glutationa (GSH).

A Figura 3 apresenta o caminho metabdlico da GSH dentro das leveduras. A glicose
inicialmente é transformada em piruvato, que é transformado em acetil-CoA, participando assim
do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) com liberagdo de energia. Para a formacdo da GSH, o
acido glutamico provém do a-cetoglutarato, que é um composto do ciclo do TCA. Quando é
fornecido a levedura um excesso de glicose ocorre a producao de etanol através do efeito
Crabtree. Havendo quantidades insuficientes de glicose no meio, o etanol pode ser assimilado e
a GSH produzida (SHIMIZU et al., 1991).

glicose —> piruvato = acetaldeido == etanol

|

acetil - CoA

/}\ \v cisteina

Ciclo

TCA O-cetoglutarato — 4c. glutamico g» y-glutamilcisteina

glicina \l

GLUTATIONA
Figura 3: Metabolismo da glutationa nas leveduras. (SHIMIZU et al., 1991)
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Sakato e Tanaka (1992) relataram que a producao de GSH é linearmente dependente
do tempo de consumo de etanol, pois nao foi observado aumento nas concentragées de GSH
apods acabar o etanol do meio. A concentracdo de GSH intracelular esta relacionada com a
morfologia celular e a presenca de etanol exerce um papel importante na mudanca da
morfologia das leveduras.

Wen et al. (2006) citaram que a concentragdo de etanol no meio tem grande efeito na
concentracao de GSH, sendo que altas concentracdes inibem o crescimento celular, por isso,

0s niveis de etanol devem ser mantidos baixos.

Fahey et al. (1978) quantificaram a GSH em bactérias gram negativas e positivas. As
bactérias foram cultivadas nos meios de cultivo e nas temperaturas adequados para cada cepa.
A GSH foi detectada em poucas bactérias gram-positivas e na maioria das gram-negativas.
Dentre as gram-positivas, a que apresentou a maior concentragdo foi Streptococcus lactis (5

umol/g), e dentre as gram-negativas a Escherichia coli (30 umol/g) e Alcaligenes faecalis (23

umol/g).

Grant et al. (1996) relataram que o requerimento de GSH difere para organismos
eucariéticos e procariéticos. E um componente essencial durante os processos metabélicos
normais nas leveduras, 0 que nado ocorre com as bactérias, nas quais ndao € um metabdlito
essencial. Stephen e Jamieson (1996) citaram que para a S. cerevisiae € um importante
antioxidante, enquanto que para a E. coli € um antioxidante dispensavel na sua composicao. Li
et al. (2005) citaram que a GSH € encontrada principalmente em microrganismos eucariéticos e

em bactérias gram-negativas e raramente em bactérias gram-positivas.

A biossintese da GSH em humanos ocorre em todos os tipos de células, sendo o
figado o principal produtor e exportador. Recentes estudos mostraram dados suficientes para
afirmar que a cisteina é geralmente o aminoacido limitante na sintese de GSH em humanos,

bem como em ratos, porcos e frangos (WU et al., 2004).

Cerca de 90% da GSH é normalmente encontrada na forma reduzida (GSH), porém
varias outras formas estdo presentes nas células microbianas, nos tecidos e no plasma. A
glutationa oxidada (GSSG), formada pela oxidacdo da GSH, pode ser reduzida através da
glutationa redutase na presenca de NADPH (nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato). Além
da GSSG, podem ocorrer outras formas, por exemplo, GS-S-CoA, CS-S-cis e GS-S-proteina
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qgue sao formadas através de “glutationilacao” (LI et al., 2004).

De forma complementar ao sistema de defesa enzimatico, no qual participam a
catalase e a superdxido dismutase, todas as células possuem um sistema de defesa nao
enzimatico para proteger os constituintes celulares dos radicais livres e formas reativas do
oxigénio e manter o potencial redox da célula (STEPHEN E JAMIESON, 1996). A fungdo mais
importante da GSH € atuar como antioxidante contra os efeitos téxicos do oxigénio e outros
compostos oxidantes. Ela ndo reage somente com o grupo OH™ produzindo H,O, mas também
serve como um doador de elétrons para a enzima antioxidante, GSH peroxidase (FAN et al.
2004). Esta envolvida nos sistemas enzimaticos e ndo-enzimaticos de defesa contra espécies
reativas do oxigénio. Sendo também um co-fator de enzimas envolvidas nos mecanismos
antioxidantes de defesa (GRANT et al.,, 1996). Devido a sua funcdo antioxidante atua na
protecdo do DNA, proteinas e outras biomoléculas contra perdas por oxidagdo geradas, por
exemplo, devido a espécies reativas do oxigénio (LI et al., 2004; WU et al., 2004).

Sua funcdo antioxidante estd fortemente associada com o seu papel em manter o
equilibrio ibnico das células, pois afeta amplamente as reag¢des de oxidagao e reducao nestas
(LIU et al., 1999; SHIMIZU et al., 1991; WEI et al., 2003a).

Tem a capacidade de proteger as células, durante condi¢cdes de estresse, mantendo as
funcbes basicas em condi¢cdes normais (PENNINCKX, 2002; WEI et al., 2003a; WEI et al.,
2003Db). Nos tecidos vivos desempenha um papel importante na biorreducéo, na protecédo contra
estresse oxidativo, na desintoxicagdo de metabdlitos endbégenos tdxicos e de oxoaldeidos
enddgenos, na atividade enziméatica, na biorreducao de drogas e no metabolismo do enxofre e
do nitrogénio (ELSKENS et al., 1991; PENNINCKX, 2000; PENNINCKX, 2002; ROLLINI e
MANZONI, 2006). Acredita-se também que possui funcdo de estoque, como glicogénio,
trealose, polifosfatos e lipidios (ELSKENS et al., 1991).

A funcéao de protecao celular da GSH esta associada a uma reagao nao especifica que
ocorre entre o seu grupo sulfidril e o oxidante, sendo que o produto reduzido resultante
geralmente ndo é toxico (SCHMIDT e KONETZKA, 1986). Além disso, possui um importante
papel nas fung¢des imunes pela produgcao dos glébulos brancos do sangue e é um dos agentes
antivirgticos conhecidos mais potentes (LI et al., 2004; WU et al., 2004).

A GSH peroxidase, encontrada em muitos tecidos de origem animal, participa de um
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importante sistema de defesa enzimético que atua contra 0 aumento de radicais livres. Outra
enzima que age conjuntamente é a GSH redutase. Esta enzima ndo age diretamente na
remocao de espécies radicalares, porém é responsavel pela regeneracdo da glutationa a sua
forma reduzida (GSH) na presenca de NADPH, tendo como objetivo impedir a paralisacao do
ciclo da GSH. Ela e as enzimas que fazem parte do ciclo catalitico deste peptideo apresentam
associacdes com alteracdes dos estados antioxidantes e com o aumento do estresse oxidativo.
Estas alteragdes implicam em les6es de DNA gerando processos pré-mutagénicos e podendo
levar, em alguns casos, ao cancer. (ROVER Jr. et al. 2001).

Devido a sua quantidade abundante na célula e a presenga de grupos sulfidril ativos,
qualquer mudanga nos niveis de GSH ou na proporgdo GSH/GSSG (glutationa/glutationa
oxidada) pode ser percebida pela célula e usada como um sinal para ocorrer uma adaptagéo a
uma situacao de estresse (STEPHEN E JAMIESON, 1996).

Em particular, os problemas na sintese e metabolismo da GSH estdo associados a
algumas doencas, nas quais 0s seus niveis e 0s das enzimas que atuam no seu metabolismo
podem ser bastante significativos no diagnéstico de alguns tipos de cancer, bem como no de
outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo. As mudancas na concentracdo deste
tripeptideo podem ser um indicador Util em certas desordens fisiolégicas, como anemias
causadas por infeccdes ou seguidas pela administracdo de algumas drogas oxidantes, no
monitoramento da eficacia de alguns tratamentos usando N-acetil-L-cisteina (NAC) durante o
metabolismo do paracetamol, no tratamento de pacientes com artrite reumatdide e na
investigacao do estresse oxidativo do miocardio. Ha alguns anos, foi reportada a diminuigao dos
niveis da GSH em hemacias e plasma de pessoas infectadas com o virus da imunodeficiéncia
(HIV—-1), associado a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (ROVER Jr. et al. 2001).

Em humanos, sua deficiéncia esta ligada ao envelhecimento e varias doencas:
infeccdo por HIV, cirrose hepatica, doencas pulmonares, gastrointestinais, inflamagdo no
pancreas, diabetes e doengas neurodegenerativas (LI et al., 2004; WU et al., 2004). Em células
cancerigenas a concentracdo de GSH chega a ser de 5 a 50 vezes maior do que em células
normais (ROTH et al., 2002). Os estudos de Reiners et al. (1991) demonstraram que o
conteudo de GSH nos tecidos diminuiu drasticamente durante o desenvolvimento e progresséao
de um tumor de pele.

Sakato e Tanaka (1992) citaram que a GSH tem importantes aplicagées no tratamento
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de doencas do figado, enquanto Liu et al. (1999) e Shimizu et al. (1991) relataram que, além da
utilizacao no tratamento de doencas do figado, pode ser usada como purificador de toxinas.

A GSH pode ser usada como uma fonte endégena de enxofre (ELSKENS, 1991;
GHARIEB e GADD, 2004; PENNINCKX, 2000) e de nitrogénio na levedura S. cerevisiae
(GHARIEB e GADD, 2004). A maior parte do excesso de enxofre € incorporada na GSH como
um nutriente na presenca de sulfato (PENNINCKX, 2000).

Gharieb e Gadd (2004) citaram que a GSH desempenha uma funcao de protecdo da
célula contra biocidas e certos ions metalicos. E um tripeptideo importante no acimulo e na
desintoxicagao de Cd (cadmio) e Se (selénio). Porém com outros ions mostrou independéncia a
tolerancia na S. cerevisiae. Dentre estes ions pode-se citar: Te (telario), Zn (zinco), Co
(cobalto), Cu (cobre), Mn (manganés), Ni (niquel) e Cr (cromo).

Por ser considerada uma poderosa, versatil e importante molécula de defesa, pode ser
usada como retardadora do envelhecimento e como uma importante droga no tratamento de
numerosas doencas, tais como infecgées por HIV, cirrose hepatica e inflamagdes no pancreas
(ROLLINI e MANZONI, 2006).

O stress causa um aumento no consumo de energia nas leveduras, que induz a
mudangas no metabolismo e ao acumulo de algumas moléculas protetoras. A trealose e a GSH
sao exemplos destas moléculas produzidas pela S. cerevisiae sob condigdes de estresse, tais
como: redugdo de nutrientes, choque osmotico ou aumento da temperatura (Dong et al., 2007).

Varios estudos sobre a producdao de GSH tém sido feitos com células animais,
bactérias e leveduras (LI et al. 1998). A descoberta de mais funcdes e propriedades da GSH
tem aumentado o interesse e a demanda comercial das industrias de aditivos para alimentos,
de terapéuticos, farmacéutica, de nutricao esportiva e de cosméticos (LI et al. 1998; LI et al.,
2004; NIE et al., 2005; WEI et al., 2003a; WEI et al., 2003b).

Zhang et al. (2007) citaram que a GSH é amplamente usada como um composto na
industria farmacéutica e tem o potencial de ser usada nas industrias de aditivos para alimentos
e industrias de cosméticos.

Maccarone et al. (1985) estudaram a estabilidade de antocianinas em suco de laranja
através da adicado de antioxidantes. A GSH foi utilizada para reduzir as oxidagbes quimica e
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enzimatica. Foi observado que a GSH, em conjunto com acido tartarico, foi capaz de estabilizar
a cor, sendo que o melhor resultado foi observado quando a amostra foi pasteurizada e, em 100
mL de suco, adicionados 250 mg de &cido tartarico e 100 mg de GSH.

A GSH desempenha um papel no desenvolvimento do “flavor” em queijos. Por isso, o
seu acumulo e a hidrélise por bactérias acido laticas sdo de grande interesse. Estudos
anteriores mostraram que a adicdo de GSH durante a producdo de queijo aumentou o
crescimento das bactérias, a protedlise, a estabilidade e a atividade das esterases, a formagao
de metanetiol e de sulfito de hidrogénio e aumentou o desenvolvimento das caracteristicas de
“flavor” do queijo Cheddar (FERNANDES e STEELE, 1993; WIEDERHOLT e STEELE, 1994). O
mecanismo pelo qual a GSH influencia o desenvolvimento de “flavor” é desconhecido,
entretanto algumas possibilidades podem ser citadas: 1) contribuicdo para a formagcao de
potencial redox baixo; 2) estabilizagdo das enzimas; 3) atuacdo como um cofactor para as
enzimas; 4) acdo como um precursor para os compostos sulfurados do “flavor”, tais como
metanotiol e sulfito de hidrogénio (WIEDERHOLT e STEELE, 1994).

A levedura S. cerevisiae possui uma membrana celular contendo duas camadas de
fosfolipidios, e somente moléculas pequenas (por exemplo: O,, CO,, H,O) conseguem passar
através da membrana livremente. Em geral, a GSH nao pode ser excretada no meio a partir de
células vivas. A excregdao somente pode ser provocada através da ruptura da membrana celular
(WEI et al., 2003b).

Gotoh et al. (2004) estudaram a separacao de GSH dos seus aminoéacidos (cisteina,
glicina e acido glutamico) através de nanofiltracdo e os resultados mostraram que isto é

possivel durante a sintese enzimatica da GSH.

3.2 PRODUGAO DE GLUTATIONA

As pesquisas com a producdo enzimatica e por fermentagdo da GSH foram mais
intensas entre 1976 e 1985, no Japdo. A producao de GSH por fermentagdo com leveduras e
sua comercializagdo comegaram no inicio dos anos 80. Desde entdo, o numero de patentes da
producdo de GSH diminuiu drasticamente. A produgdo enzimética ndo tem sido empregada

devido aos seus altos custos (LI et al., 2004).
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Pode ser produzida a partir de métodos quimicos, reagdes enzimaticas e através de
fermentagdo com microrganismos (WEN et al., 2004). Alguns métodos quimicos e enzimaticos
tém sido estudados. Entretanto, o método enziméatico ndo tem aplicacdo pratica, pois as
enzimas envolvidas requerem ATP para realizar as suas reacdes e um sistema de regeneracao
para um desempenho favoravel. Na sintese quimica ocorre o envolvimento de um grupo
sulfidrila altamente suscetivel a oxidagédo, além da adigdo do peptideo y-glutamil que também
dificulta a sintese (GOTOH et al. 2004).

A GSH pode ser produzida a partir de microrganismos tais como a cianobactéria
Phormidium lapideum (SAWA, et al., 1986) e a bactéria E. coli (LI et al., 1998; MURATA et al.,
1980; SCHMIDT e KONETZKA, 1986). Algumas espécies de leveduras tém habilidade de
acumular GSH nas células. Por isso, a fermentagdo com leveduras é o método mais pratico e
eficiente para se produzir industrialmente. As leveduras mais utilizadas sdo cepas de S.
cerevisiae e Candida (ALFAFARA et al., 1992a; ALFAFARA et al., 1992b; GOTOH et al., 2004;
LI et al., 2004; WEI, et al., 2003a; WEI, et al., 2003b; WEN et al., 2004; WEN et al., 2005).

Wen et al. (2005) concluiram que a producdo de GSH por fermentagdo pode ser
dividida em trés fases: I, Il e Ill. Na fase | (0-8 h) ocorre o consumo de glicose e a producao de
etanol: os niveis de glicose diminuem gradualmente, enquanto as concentragdes de etanol e de
GSH aumentam. Na fase Il (8-14 h) acontece a utilizacdo do etanol: o crescimento celular
ocorre de forma mais lenta e o etanol é utilizado como fonte de carbono para o crescimento
celular e para a sintese de GSH. Na fase Ill (14-24 h) ocorre a chamada fase estacionaria: a
glicose e o etanol sdo consumidos e as células param de crescer. A GSH é acumulada nas
fases Il e lll.

Foram encontradas maiores concentragdes de GSH na E. coli quando esta foi cultivada
em condigbes aerobias. Os maiores valores foram observados durante a fase estacionéaria, mas

durante a formagao de esporos GSH nao foi detectada (FAHEY et al., 1978).

lzawa et al. (1995), avaliando a adaptagdo da S. cerevisiae S288C ao estresse
oxidativo por peroxido de hidrogénio, observaram que os niveis de GSH encontrados durante a
fase estacionaria (6,89 umol/g.suia) foram aproximadamente trés vezes maiores do que na fase

logaritmica (2,22 umol/gce).

Suzuki et al. (1999) citaram que na E. coli a GSH foi acumulada durante a fase
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exponencial e a concentragdo chegou ao seu valor maximo no comego da fase estaciondria.

Este tripeptideo também pode ser utilizado como uma fonte exégena de cisteina e glicina.

Um fator limitante para o acimulo de GSH na célula é o oxigénio dissolvido (OD). Nas
células de leveduras a sintese deste tripeptideo requer a participacdo de moléculas de ATP.
Altos niveis de OD sao favoraveis para a producao de ATP e regeneracdo do ADP a ATP,
favorecendo assim a producdo de GSH. Durante a fermentagdo, a formagdo de etanol é
indesejada, pois nao favorece o crescimento celular. Os fatores mais importantes que afetam
uma fermentacéo tipo batelada alimentada sdo o acumulo de etanol e a concentracdo de
oxigénio no meio de fermentacdo. Valores de u (velocidade especifica de crescimento)
relativamente baixos, nutrientes em quantidade suficiente e altos valores de OD sao benéficos
para evitar o acumulo de etanol e fazer com que sejam alcangados altos niveis de concentragéo
celular e de GSH (LIN et al., 2004).

Na cianobactéria Phormidium lapideum, Sawa et al. (1986) observaram que 20% da
GSH foi encontrada na forma intracelular e 80% foi excretada para fora da célula.

Nas leveduras, a GSH encontra-se no interior da célula. Desta forma, o aumento da
producéo pode ocorrer de duas formas: aumentando amplamente a concentracao celular obtida
ou promovendo o aumento do conteudo intracelular (WEN et al., 2004; WEN et al., 2006).
Comparativamente € mais facil aumentar a concentracdo celular através das tecnologias de
fermentacdo desenvolvidas, do que aumentar o conteudo intracelular de GSH. Porém, a
segunda opcao é mais atraente, porque além de aumentar a concentragdo de GSH pode
ocorrer a facilitacdo nas etapas de “downstream” (WEN et al., 2004). A excre¢ao da GSH no
meio € uma etapa a mais durante o processo de producédo. Para isto, devem ser estudadas
formas de aumentar os niveis de GSH extracelular, mas poucos trabalhos tém sido realizados
neste sentido (WEI et al., 2003b).

A fermentacdo de batelada alimentada € um dos métodos mais eficientes para
alcangar altos niveis de densidade celular com leveduras. Entretanto, a velocidade especifica
de crescimento (1) durante a batelada alimentada deve ser cuidadosamente controlada para

evitar um declinio da concentragéo intracelular da GSH (LI et al., 2004).

De acordo com Tadayuki et al. (1985), citado por Wei et al., (2003a), o crescimento
celular, a formacédo de GSH e o seu conteudo intracelular sédo influenciados pela temperatura.
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Em geral a temperatura 6tima para o crescimento celular e producao de GSH sao diferentes.

Wei et al., (2003a) estudaram os efeitos da temperatura na fermentacao em batelada
usando Candida utilis WSH 02-08. A maxima concentracdo de GSH foi a 26°C e o crescimento
celular foi a 30°C. Como as temperaturas necessarias para obter os maximos valores de
concentracdo celular e de GSH foram diferentes, foi utilizada uma estratégia de manter a
temperatura a 30°C nas primeiras 8 h e depois diminuir para 26°C a fim de aumentar a
producéo de GSH. Nestas condi¢des foi alcangada a maior concentracao de GSH, 385 mg/L.

As enzimas envolvidas na sintese da GSH utilizam magnésio e potassio como
cofatores, sendo que as quantidades destes elementos encontradas nas células de leveduras
sdo aproximadamente 1,9 e 0,1% (peso seco), respectivamente. Porém, Bauer (1986) néo
observou aumento na produgédo de GSH quando estes minerais foram adicionados ao meio de

cultivo.

Fernandes e Steele (1993) citaram que o tipo de meio de crescimento afetou a
concentracdo do conteudo intracelular da GSH, mas ndo a sua presenga ou auséncia.

Liu et al. (2004) relataram que a biossintese de GSH requer, além de ATP, os trés
aminoacidos precursores (acido glutamico, cisteina e glicina). Sem a suplementagao destes no
meio, as concentrac¢des intracelulares foram mantidas nos seus niveis fisiolégicos e a sintese
de GSH foi inibida.

Murata et al. (1980) estudaram o processo de producdo de GSH em coluna por E. coli
imobilizada em gel de carragena. O reator foi composto por dois sistemas reacionais. No
primeiro a producdo de GSH foi catalisada pela enzima GSH sintetase e no segundo o ATP
consumido na produgéo de GSH foi regenerado. O tempo de vida util da coluna foi de oito dias.

Ohwada e Sagisaka (1990) observaram aumento nos niveis de GSH quando as células
de E. coli foram submetidas a estresse osmotico, através da adicdo de NaCl ou sacarose. Os
niveis de GSH aumentaram 2,5 vezes com a sacarose (0,51 M) e 4 vezes com o NaCl (0,1-0,4
M). Com concentrac¢des de NaCl superiores a 0,6 M, a GSH foi excretada da célula para o meio.
No ensaio em que foram adicionados os aminoacidos precursores, foi obtida uma concentragdo
de GSH 10 vezes maior que nos ensaios sem a adigao.

Li et al. (1998) estudaram a producdo de GSH por E coli WSH-KE1 modificada
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geneticamente. Foram feitas fermentacdes (batelada alimentada) em fermentador de 2 L, com
meio contendo extrato de levedura, glicose, sais minerais e os aminoacidos precursores, sendo
estudadas trés estratégias de alimentagdo de nutrientes. A adicdo de aminoacidos no comeco
da fermentacdo inibiu o crescimento do microrganismo. Porém, quando esta mistura foi
adicionada ap6s 12 h de fermentacgéo, as quantidades de concentracao celular e de GSH foram
maiores. Os mesmos autores observaram que a adicdo de glicose durante o processo de
batelada alimentada pode aumentar os niveis de GSH intracelular e a concentragéo celular. Os
melhores valores de concentragéo celular (80 g/L), produtividade (3,2 g/L.h) e concentragao de
GSH (880 mg/L) foram observados no ensaio com alimentagao exponencial.

Li et al. (2003) avaliaram a concentragdo de GSH em varias subespécies e cepas de
Lactococcus lactis. Para tal, foram utilizadas condicées aerébias e anaerdbias de crescimento e
dois meios de crescimento, M17 e CDM (“chemically defined médium”). A GSH nao foi
detectada nas 21 cepas quando utilizado o meio CDM e nem sempre o0 acumulo de GSH estava

relacionado com a aeracao.

Li et al. (2005), utilizando Lactococcus lactis NZ 9000 modificada geneticamente,
avaliaram a produgdo de GSH em dois meios de cultura, M17 e CDM (meio definido
previamente por LI et al. 2003). Foi observado que no meio M17 a concentracdo de GSH foi oito
vezes maior do que no meio CDM. Isto indicou que a composi¢cdo do meio de cultura pode
afetar significativamente a producdo de GSH. Os trés aminoacidos precursores da GSH foram
adicionados em combinacdes diferentes, para aumentar a produgédo de GSH utilizando o meio
CDM. Nos ensaios com adi¢ao de cisteina, ocorreu um aumento da atividade da enzima GSH
sintetase, promovendo o0 aumento da conversao da y-glutamilcisteina em GSH, por mecanismo
ndo. A cisteina foi um aminoacido fundamental para a sintese da GSH, sendo que a
manutencdo dos niveis celulares depende da disponibilidade e do transporte até as células.

Nie et al. (2005) citaram que a sintese de GSH foi essencial para o crescimento celular
em condicbes de estresse. Desta forma, se a levedura for submetida a tais condicbes a
producdo de GSH possivelmente aumentara. Foram feitas fermentagbes utilizando C. utilis
WSH-02-08 e os efeitos que o estresse, através do pH baixo, e a adicdo de glicose durante a
fermentacdo, causam na célula, foram estudados. Foi utilizado um fermentador de 7 L, com
aeragao de 5 L/min, agitagcdo de 300 rpm e 10% de inéculo. Paralelamente, foram realizados
experimentos com controle de pH. A concentracdo de GSH foi maior nos ensaios com controle
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de pH (332 mg/L) em relagdo aos ensaios sem controle (171 mg/L). Quando as células foram
submetidas a pH baixo ocorreu a excre¢cao da GSH para o meio e este fato foi importante, pois
simplifica os processos de extracao do produto. A maior concentracao de GSH (737,1 mg/L) foi
observada no ensaio em que o pH foi mantido em 5,5 por 24 h, apds este periodo foi diminuido
para 1,2 durante 3 h e em 27 h de fermentagéo foi adicionado glicose (30 g/L) e o pH elevado
para 5,5.

Rollini et al. (2005) investigaram o acumulo de GSH em algumas espécies de Candida
(13 cepas) e Pichia (11 cepas). As fermentac¢des foram conduzidas em um meio suplementado
com diferentes fontes de carbono, metanol, etanol e glicose. As maiores concentragcbes
celulares foram evidenciadas com glicose (9,9 g/L para C. nemodendra) e etanol (9,7 g/L para
P. pastoris), enquanto os menores valores foram observados com metanol (menor que 4,0 g/L
para 80% das cepas de Candida e para 40% de Pichia). Entretanto as porcentagens de GSH
foram maiores utilizando metanol como fonte de carbono, 3,9 e 3,5% para C. pini e P.
philodendri, respectivamente.

3.2.1 Producao de Glutationa por Saccharomyces cerevisiae

A levedura S. cerevisiae é conhecida por conseguir diferentes mecanismos
adaptativos, com o intuito de sobreviver mesmo em condi¢cdes de estresse, sendo que as mais
comuns incluem choques de pH e de temperatura, estresse oxidativo, choque osmotico e os
produtos de fermentagéo téxicos, principalmente o etanol (PENNINCKX, 2000).

Murata et al. (1981) estudaram a produgcdo de GSH utilizando células imobilizadas de
S. cerevisiae IFO 2044 em gel de poliacrilamida e compararam com células ndo imobilizadas.
As melhores condigbes foram: glicose 0,5 M, tampéao fosfato 0,05 M (pH 7,0), cloreto de
magnésio 0,02 M e 0,025 M de cada um dos trés aminodcidos precursores. Nas células
imobilizadas a GSH foi excretada no meio, enquanto nas células ndo imobilizadas a GSH foi
acumulada na célula. As maiores concentragdes de GSH foram encontradas apés 24 h de
incubag&o com as células imobilizadas.

Bauer (1986) verificou que utilizando S. cerevisiae para producdo de GSH as
temperaturas nas quais foram obtidas a minima e a maxima concentragdo foram 26°C e 28,8°C,
respectivamente. Altas concentragées de GSH foram observadas quando se aumentou o nivel
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dos aminoacidos cisteina e acido glutamico no meio de cultivo.

Shimizu et al. (1991) estudaram a otimizacao da producéo de GSH através do controle
da velocidade especifica de crescimento (u) em fermentagdo em batelada alimentada,
utilizando S. cerevisiae KY5711. Estes autores citaram que a produtividade depende da fonte
de carbono utilizada. Da mesma forma, o valor maximo de u coincidiu com 0 maximo pg
(velocidade especifica de producao de GSH) que decresceu quando houve produgéo de etanol
ou quando a concentracdo de glicose presente foi muito alta. Para valores de p < 0,3 h™ o
contetido de GSH foi constante e para valores de u maiores que 0,3 h™ o contetdo de GSH

diminuiu.

Alfafara et al. (1992a) estudaram o efeito da adicdo de 7,4 mM de cisteina, glicina e
acido glutdmico na producao de GSH utilizando S. cerevisiae KY5711 em frascos Erlenmeyer.
Foi utilizado glicose (10 g/L), temperatura de 30°C e pHiniciat 5. Em todos os ensaios, ap6s 6 h de
fermentacao, a glicose foi completamente consumida e apds este periodo o crescimento celular
pode ter ocorrido devido ao consumo do etanol. Nos ensaios com adi¢cdo de cisteina foram
obtidas concentragbes maiores de GSH e ndo foi observado crescimento celular na segunda
fase (fase de consumo do etanol), o que indicou que este foi 0 aminoacido “chave” durante a
sintese da GSH e que a cisteina pode inibir de alguma forma a assimilagdo do etanol. Ndo ha
uma explicacdo de como a cisteina inibiu a assimilacdo do etanol e a forma de como ela atuou
na sintese da GSH é aparentemente complexa, pois foi observado que o seu modo de atuagéo
foi diferente de como um precursor atua. Quando a concentragdo inicial de cisteina foide 2 a 3
mM foram obtidas 7 mggssr/gee/h de GSH e concentragbes maiores ndo promoveram aumento
do produto.

Alfafara et al. (1992b) analisaram a produgcdo de GSH com S. cerevisiae KY5711 e
para tal utilizaram temperatura de 30°C e pH controlado em 5,4. Durante a fermentagéo, a
concentracdo de cisteina foi mantida em 3 mM através de alimentagdo constante, porém foi
verificado que houve um declinio nos valores da velocidade especifica de crescimento e
velocidade de producdo de GSH ap6s longos periodos de exposicdo a cisteina. A maxima
conversao de célula em produto foi de 12-14 mggsH/ges- Quando a alimentagéo de cisteina foi
feita em pontos isolados durante a fermentagéo os resultados foram melhores em relagéo a

alimentacido constante (aproximadamente 22 mggsn/Qcsr). Uma das opgbes para aumentar a
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producéo seria dividir a fermentacdo em duas etapas: crescimento celular e producédo de GSH.

Sakato e Tanaka (1992) avaliaram o processo de fermentacdo em batelada alimentada
para obtencao de GSH em fermentador de 30 L. O microrganismo utilizado foi S. cerevisiae KY
6186 e as condicOes da fermentagao foram: pH 5,1, temperatura de 30°C, aeragao de 11 L/min
e 350 rpm. O meio usado para a alimentacdo foi melaco de cana de agucar (100 g/L),
(NH4)>SO, (2,5 g/L) e KH,PO, (2,5 g/L). Comparando com o processo convencional foi obtido
aumento de cerca de 40% na concentracao de GSH.

Liu et al., em 1999, estudaram a otimiza¢cado do meio da cultura para produg¢ao de GSH
utilizando S. cerevisiae ATCC 7754. As fermentacdes foram conduzidas em frascos de Hinton
(50 mL) contendo 10 mL de meio, a 30°C, 150 rpm e 4% de inéculo. Varias fontes de carbono,
nitrogénio e sais foram testadas para determinar os melhores componentes, tanto para a
producdo de GSH como para a produgéao de células. A maior concentracdo de GSH (115,28
mg/L) foi obtida com o meio contendo 5,20% de glicose, 4,84% de peptona e 1,16% de sulfato
de magnésio. A maior concentragdo celular (9,45 g/L) foi obtida com o meio composto por
8,45% de glicose, 8,86% de peptona e 1,63 de sulfato de magnésio.

Wei et al. (2003b) avaliaram o efeito da adi¢gdo de surfactantes durante a produgéo de
GSH por S. cerevisiae WSH-J701. As fermentacdes foram feitas em frascos Erlenmeyer e as
condi¢cdes de cultivo foram pHiniciat 5, 30 g/L de glicose, 200 rpm e 1% de in6culo. Apds 32 h de
cultivo a concentracao foi de 64,7 mg/L e a producdo de GSH estava associada ao crescimento
celular. Em relacdo a adicdo de surfactantes, somente quando baixas concentracbes foram
adicionadas ao meio ocorreu aumento da quantidade de GSH total e sua excreg¢édo para o meio
extracelular. Este fato ocorreu quando as concentragées de sulfato de sédio dodecil estavam
entre 0,001 e 0,1 g/L, brometo de cetiltrimetilamonio entre 0,001 e 0,01 g/L, éter lauril
polioxietileno entre 0,01 e 5,0 g/L.

Cha et al. (2004) estudaram a influéncia da adicdo de amino&cidos, sais, fonte de
carbono e nitrogénio na produgéo de GSH por S. cerevisiae FF-8. Foram feitas fermentagoes
em frascos Erlenmeyer a 30°C e 100 rpm por 72 h. Varias fontes de carbono foram testadas
(glicose, galactose, frutose, lactose, maltose e sacarose) e o melhor resultado (57,6 mg/L) foi
conseguido com glicose. Foram testadas dez fontes de nitrogénio e o melhor resultado, 88,4
mg/L, foi encontrado quando utilizado extrato de levedura. Dentre todos os sais testados, o
Unico que inibiu a produgado de GSH foi o FeSO,, e o melhor resultado foi com KH,PO, (144,8

20



REVISAQ BIBLIOGRAFICA

mg/L). Em relacdo aos aminoacidos, a maior concentragcdo de GSH (204 mg/L) foi obtida
quando a L-cisteina foi adicionada. O meio de cultivo com melhor resultado continha: glicose
3%, extrato de levedura 3%, KH,PO,0,06% e L-cisteina 0,06%.

Fan et al. (2004) utilizaram E. coli modificada geneticamente através da inser¢do de
um gene da S. cerevisiae YSG-26 para a producao de GSH. A maior conversao de células em
produto foi de 13,1 mggsH/gcs Obtido apds 36 h.

Lin et al. (2004) analisaram a produgéo de S-adenosil-L-metionina e GSH através de
fermentagdo em batelada alimentada e obtiveram 0,81 g/L de GSH e concentragao celular de
105 g/L. Para tal, utilizaram S. cerevisiae ZJUS1 e as condi¢des de cultivo foram: concentragao
inicial de glicose de 10 g/L, concentracdo de glicose na alimentacdo de 800 g/L, velocidade

especifica de crescimento (i) mantida em 0,13 h™', pH controlado em 5 e temperatura de 28°C.

Liu et al. (2004) utilizaram S. cerevisiae proveniente de uma industria cervejeira para a
producdo de GSH. Foram feitas fermentacées em frascos Erlenmeyer (500 mL) e em
fermentador de 15 L. Nos frascos as condigdes de cultivo foram 28°C, 180-190 rpm por 24 h e
foram testados os efeitos da concentragdo de glicose e do volume de meio. Os maiores
resultados (= 10 mgasn/ges)) foram obtidos com 10 g/L de glicose e com 10 mL de meio. No
fermentador as condigdes foram 500 rpm, 28°C e os niveis de aeragao foram testados. O maior
resultado (18 mggsH/gee) foi obtido com 3,0 vvm.

Wen et al. (2004) estudaram a adigcdo de aminoacidos durante a fermentacdo para
aumentar a concentragcdo de GSH produzida por S. cerevisiae T65. As condi¢cdes de cultivo
utilizadas nos frascos Erlenmeyer foram: 30°C, 20% (v/v) de inéculo e 180 rpm por 24 h. Varios
aminoacidos foram testados e também diferentes estratégias para adigdo destes. O melhor
resultado (153,2 mg/L) foi obtido quando 2 mM de cisteina foram adicionados ap6s 2 h de
fermentagéo e em 7 h adicionados 10 mM de &cido glutdmico, 10 mM de glicina e 10 mM de
serina. No fermentador de 5 L foram feitas fermentacbes de batelada alimentada, sendo
adicionada uma solu¢do de varios nutrientes e glicose (60 g/L). Apés 6 h de cultivo foram
adicionados 2 mM de cisteina e em 35 h de fermentagao, 10 mM de &acido glutadmico, 10 mM de
glicina e 10 mM de serina. Apos 44 h de incubagéo foram obtidas as maiores concentragoes
celulares e de GSH sendo estas 133 g/L e 1875 mg/L, respectivamente.

Wen et al. (2005) estudaram a otimizacdo da composicao de aminodacidos adicionados

21



REVISAQ BIBLIOGRAFICA

durante a fermentacao para producado de GSH. Foi utilizado S. cerevisiae T65 e dois tipos de
biorreatores (frascos Erlenmeyer e fermentador de 5 L). Nos frascos Erlenmeyer as condicbes
de agitacdo e temperatura foram: 180 rpm e 30°C por 24 h, respectivamente. Através de um
planejamento experimental foi observado que os aminoacidos deveriam ser adicionados em
duas etapas: 2 mM de cisteina ap6s 2 h de fermentacéo e apoés 7 h, 10 mM de &cido glutamico,
18 mM de glicina e 3,35 mM de cisteina. A porcentagem de GSH chegou a 1,836%. No
fermentador, o pH foi controlado em 5,5 e a temperatura em 30°C. Na fermentacdo sem adicao
de aminoacidos a concentragdo de GSH foi de 170,14 mg/L, enquanto que com a adigao de
aminoacidos (2 mM apés 6 h e 10 mM de acido glutdmico, 18 mM de glicina e 3,35 mM de
cisteina ap6s 12 h) alcangou 329,3 mg/L.

Rollini e Manzoni (2006) avaliaram a influéncia de alguns parametros da fermentagao
na produgdo de GSH por S. cerevisiae CBS 117. Os parametros estudados foram a
temperatura (24 ou 30°C) e as concentragdes de sulfato de aménio (1 ou 5 g/L), sulfato de
magnésio (0,2 ou 1,2 g/L) e de agucar de beterraba (20 ou 80 g/L). As fermentagbes foram
conduzidas em frascos Erlenmeyer com pHincia de 5,8, 10% de inoculo e 200 rpm, por 24 h. A
maior porcentagem de GSH, 1,85%, foi observada no ensaio a 24°C com 5 g/L de sulfato de
amonio, 0,2 g/L de sulfato de magnésio e 20 g/L de acgucar. Nao foi detectada GSH no
sobrenadante das culturas, o que comprovou a sua natureza intracelular. As condicbes de
fermentagdo que favoreceram o crescimento celular ndo corresponderam as condi¢gées do

maior acumulo de GSH nas células.

Wen et al. (2006) maximizaram a producdo de GSH em fermentacdo de batelada
alimentada através da adicdo de glicose e aminoacidos em fermentador de 5 L. Foi utilizada
uma cepa de S. cerevisiae T65, o pH foi mantido a 5,5 e a temperatura a 30°C. Foram feitas
trés fermentacdes controlando os niveis de etanol no meio e a glicose foi adicionada de acordo
com estes niveis. Na primeira, os niveis foram mantidos até 7,7%, na segunda entre 1,16 e
2,2% e na terceira entre 0,08 e 0,65%. Foi verificado que os niveis mais baixos favoreceram a
producdo de GSH, desta forma foi feita mais uma fermentacdo mantendo os niveis de etanol
baixos e com a adicdo dos aminoacidos precursores nos tempos de 24, 44 e 56 h. O melhor
resultado foi de 2190 mg/L apds 60 h de fermentacao.

Dong et al. (2007) avaliaram o efeito das altas pressdes no acumulo de GSH e trealose
em S. cerevisiae. O meio de cultivo continha, dentre outros nutrientes, 30 g/L de glicose, a
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concentracao de inéculo foi de 10% (v/v), fermentador de 300 mL (contendo 150 mL de meio),
pPHinicia 6,0 € temperatura de 30°C. O tempo de cultivo foi de 36 h, sendo que pressodes de 0,1;
0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e 2,5 MPa foram aplicadas por 2 h. Numa etapa posterior pressées de 0,1; 0,5;
1,0 e 1,5 MPa foram aplicadas por tempos de 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 e 10 h. A concentracao celular
apresentou uma dependéncia com a pressao, sendo que com o aumento da pressao foi
observada uma redugéo das taxas de crescimento. O crescimento celular comegou a diminuir
apods 26 h de cultivo. A morfologia da levedura mudou significativamente com o aumento da
pressdo comparando-se com o0s cultivos a pressao atmosférica. O melhor resultado foi
observado com pressédo de 1,0 MPa por 6 h, a concentracdo de GSH foi de 103 mggesH/Qecar €
este valor foi 68,8% maior em relagdo ao cultivo a pressao atmosférica.

Wang et al. (2007), utilizando uma cepa de S. cerevisiae G14, avaliaram a produgéo de
GSH em frascos Erlenmeyer (250 mL) e em fermentador de 5 L. Nos frascos foram avaliadas as
quantidades adicionadas de aminodcidos precursores, sendo que a maior concentracao foi de
530 mg/L na fermentagao feita com 4 mM de cada um dos trés aminoacidos. No fermentador foi
estudado o controle da adicdo de glicose de acordo com a concentracdo de etanol e o
quociente de respiragdo e também o efeito da adicdo dos amino&cidos em diferentes tempos (0,
16, 32 e 48 h). A adicao de glicose iniciou apés 10 h de fermentacao e no ensaio sem adicao de
aminoacidos foram obtidas 1620 mg/L de GSH apds 52 h de cultivo. No ensaio com adicdo dos
aminoacidos ap6és 32 h de fermentagao, a concentracdo maxima foi de 2020 mg/L apés 38 h de

cultivo.

Zhang et al. (2007) otimizaram o meio de cultivo para a produgao de GSH utilizando S.
cerevisiae T65. Os ensaios foram feitos em frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 25 mL de
meio. As condigbes de cultivo foram 30°C, 180 rpm. 24 h e 20% de in6culo. O meio otimizado
continha: glicose (70 g/L), extrato de levedura (3 g/L), peptona (5 g/L), extrato de malte (70 g/L),
melaco (20 g/L), MgSO, (5,6 g/L), ZnSO, (16 mg/L), (NH4).HPQO, (7 g/L) e tiamina (0,2 mg/L). A
concentracdo de GSH chegou a 74,6 mg/L, que foi 1,81 vezes maior que o0 ensaio controle.

3.3 ESTUDOS E APLICACOES DE CAMPOS MAGNETICOS NA BIOTECNOLOGIA

As varidveis mais importantes em processos de fermentacdo submersa e que devem

ser controladas para um bom desempenho dos microrganismos sao temperatura, pH,
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concentracao de nutrientes, pressao, luminosidade, agitacao e concentracao de oxigénio. Além
disso, qualquer corpo sobre a terra estd submetido ao efeito de outras varidveis menos
palpaveis, mas de igual importancia, como os campos magnéticos (CM) (ZAPATA et al., 2002).

A estimulacao ou inibicdo dos processos celulares por CM é de interesse consideravel
tanto na biologia celular quanto na biotecnologia, ndo s6 para estabelecer os mecanismos
bésicos desta interagdo, mas também para determinar seu potencial em aplicagbes praticas.
Diferentes aspectos tém sido investigados com respeito as suas alteragcdes devido a energia
eletromagnética, em relagdo ao crescimento celular, as reacdes enzimaticas, a sintese de

biopolimeros e ao transporte na membrana nas células (LElI e BERG, 1998).

Algumas das razbes pelas quais a eletroestimulagdo é raramente aplicada aos
processos de fermentacdo sdo o0s seus mecanismos complicados, bem como o
desconhecimento das condigdes limite a nivel molecular da maioria dos processos de
fermentagéo, particularmente daqueles que envolvem sinteses de produtos extracelulares.
Acredita-se que os resultados contraditérios e a falta de reprodutibilidade s&o problemas tipicos
nas pesquisas com CM e as diferencas nos resultados obtidos pelos diferentes pesquisadores
podem ocorrer pelos delineamentos experimentais usados, linhagens dos microrganismos,
tempo de exposicdo, sistema usado para a geracdo e métodos de deteccdo dos campos
(MITTENZWEY et al., 1996).

Baixas freqiéncias (50 ou 60 Hz) e baixos CM podem influenciar os processos
metabdlicos. A resposta biolégica nao € linear, de forma que somente para alguns valores de
freqliéncia e inducdo magnética ocorre uma “janela” onde uma resposta significativa pode ser
observada. Dependendo da forma e dos valores dos parametros caracteristicos (intensidade,
freqliéncia, comprimento ou tempo constante no caso dos pulsos) podem ocorrer diferentes
efeitos (BLANK, 1993; FOLOGEA et al.,, 1998). Quando sao utilizados campos elétricos
intensos dois processos podem estar envolvidos ao mesmo tempo: a estimulacdo da taxa de
divisdo celular nas culturas e a morte das células devido a agdo do campo (FOLOGEA et al.,
1998).

Berg, em 1999, citou que varios efeitos da aplicagdo de CM e campos elétricos em
humanos, organismos, células e em reagbes enzimaticas homogéneas tém sido descritos tanto
em ensaios em laboratérios, quanto sob condi¢cdes ambientais. Entretanto, ha pouca
reprodutibilidade dos trabalhos em relagé@o as “janelas eletromagnéticas” observadas no que diz
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respeito a frequéncia, indugcdo magnética e tempo dos tratamentos, além das condi¢cdes de

cultivo (temperatura, componentes do meio, condutividade, etc.).

A natureza dos efeitos produzidos pelos CM depende da energia e da distribuicao
espacial do campo. A inibicdo ou estimulagdo das atividades vitais dos microrganismos pode
ser obtida através da escolha apropriada dos parametros dos CM (PICHKO e POVALYAEVA,
1996).

Varios sdo os estudos a respeito dos efeitos dos CM em organismos vivos, porém
estes normalmente sado conflitantes. Apesar de alguns apresentarem efeitos negativos, a
maioria deles apresenta efeitos positivos no crescimento celular, porque os efeitos dependem
do CM e o tipo de microrganismo exposto. A razdo deste efeito nao é totalmente entendida em
detalhes, contudo pode-se afirmar que o CM nao possui um efeito letal nos microrganismos,
mas pode afetar as taxas de crescimento celular (YAVUZ e CELEBI, 2000).

Os efeitos dos campos foram estudados em células, tecidos e organismos vivos. A
viabilidade do crescimento celular, a atividade das enzimas, o transporte de ions e a transcri¢cao
ou expressao génicas foram investigados com a obtencéo de diferentes resultados (NOVAK et
al., 2007).

Os efeitos dos CM sobre o crescimento celular podem ser classificados em inibitério,
estimulante ou nulo (ZAPATA et al., 2002). Os pesquisadores tém varias teorias e explicacoes

acerca de como os CM afetam os microrganismos e as células.

Estudos mostram que com a aplicacdo de CM podem ocorrer alteracdes nas taxas de
sintese do DNA, RNA e proteina, efeitos no crescimento celular, bem como aumento nos niveis
das enzimas envolvidas nestes processos e mudangas nas propriedades da superficie celular
(BINNINGER e UNGVICHIAN, 1997). Fologea et al. (1998) citaram que o0 mecanismo da
eletroestimulacédo nao é bem conhecido, mas pode estar ligado a mudangas na membrana, pois
durante a eletroestimulacdo sabe-se que ocorre o aumento dos fluxos na membrana
plasmatica. Outra explicacdo pode estar baseada na eletro-ativacdo de alguns sistemas
enzimaticos ou caminhos metabdlicos relacionados a alguns processos que acontecem em

nivel de membrana.

Os efeitos de estimulo ou inibicdo dos campos s&o atribuidos a mudangas das
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biomembranas (lipidicas ou plasmaticas), mudancgas na sintese de DNA, alteracdes do fluxo de
ions através da membrana plasmatica e/ou mudancas na estrutura das biomoléculas
(proteinas) (FOJT et al., 2004; STRASAK et al., 2002; ZAPATA et al., 2002; ZAPATA et al.,
2005). Os campos afetam a direcao da migracao e alteram o crescimento e a reproducao dos
microrganismos, gerando uma modificagdo da velocidade de crescimento celular (ZAPATA et
al., 2002; ZAPATA et al., 2005). Pode ocorrer também a formagéo de radicais livres devido a
exposicdo aos campos (FOJT et al., 2004; STRASAK et al., 2002).

A utilizagdo de campos de densidade extremamente baixa possibilita a utilizagdo desta
tecnologia nos sistemas de cultivo de maior tamanho, sem que o custo dos dispositivos
necessarios para a implantacdo deste sistema aumente consideravelmente (ZAPATA et al,,
2002).

O estresse térmico (aumento da temperatura) causa nas células uma indugdo na
sintese de certas proteinas. A aplicacdo de CM é interpretada como um estresse pela célula e o
sistema responde através dos mesmos mecanismos. Em células expostas ao CM foram
observados desvios no caminho da sintese de proteinas em relagdo as células sem exposi¢ao
ao CM. As distribuigbes do peso molecular e do ponto isoelétrico das proteinas de células
submetidas a estimulagdo com CM ou temperatura sao semelhantes, porém deve-se enfatizar
que a energia aplicada é bem diferente, pois a energia do CM é muito menor que a energia
térmica. As observacdes permitiram concluir que existem receptores com sensibilidades bem
diferentes para cada modalidade e a resposta de cada receptor é proporcional a energia
(BLANK, 1993).

Gerencser et al. (1962) investigaram o crescimento de bactérias (Staphylococcus
aureus e Serratia marcescens) sob a influéncia de CM de 1,5 T. Paralelamente foram feitos
ensaios controle (sem aplicagdo de CM), sendo que todos os cultivos foram feitos a 27°C por 10
h. Até 6 h de cultivo ndo foram observadas diferencas entre os ensaios controle e com CM. Em
7 h as culturas com CM apresentaram menores contagens do que no controle. Esta diferenca
foi maior em 8 h e diminuiu até 10 h quando a cultura controle e com CM apresentaram
aproximadamente o mesmo numero de células. Assim, a maxima inibicao do S. aureus e S.

marcecens foi observada entornode 6a 7 h.

Moore (1979) expbs quatro bactérias (Halobacterium halobium NRC-34020, Bacillus
subtilis ATCC 6683, Staphylococcus epidermis e Pseudomonas aeruginosa ATCC 9721) e uma
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levedura a CM de 5-90 mT. As duas bactérias gram negativas (P. aeruginosa e H. halobium)
mostraram crescimento um pouco maior em resposta ao CM em relagdo as duas bactérias
gram positivas (B. subtilis e S. epidermis) e a levedura. A estimulagdo maxima do crescimento
celular foi a 15 mT e a maxima inibicdo a 30 mT.

Ramon et al. (1987) observaram o crescimento de cepa mutante de B. subtilis FJ7
submetida a aplicagdo de CM com um par de bobinas Helmholtz com 16 cm de diametro, sendo
testados os niveis de freqtiéncia (800 ou 1000 Hz) e de indugdo magnética (0,8; 1,6 € 2,5 mT)
durante a aplicacao dos campos por 30 h. As maiores concentragdes celulares foram obtidas
com a aplicagao de 2,5 mT e 1 kHz.

Grosse et al. (1988) verificaram o efeito dos CM na produgédo do antibidtico
“nourseothricin” por Streptomices noursei ZIMET 43716 durante 150 h de fermentagdo. Um par
de bobinas Helmholtz gerou CM homogéneo menor que 2 mT, sendo este campo fornecido na
forma de pulsos com duragdo maxima de 5 ms. Foram feitos dois ensaios, A e B, com e sem
aplicacao de CM, respectivamente. A formagéo do antibiético foi mais rapida no ensaio A até 50

h, porém no final da fermentag&o os valores de “nourseothricin” no ensaio B foram maiores.

A eletroestimulacdo na producao de celulase por Trichoderma reesei 43804 (cepa
mutante) foi estudada por Kerns et al. (1993) através da utilizacdo de PEMIC (correntes
pulsaveis induzidas eletromagneticamente) utilizando uma bobina Helmholtz. Foi observado
aumento da producao de celulase, mas este acréscimo ocorreu devido ao aumento da
concentracdo da enzima secretada no caldo de fermentacdo e ndo devido a mudangca na
atividade especifica do complexo celular secretado.

Okuno et al. (1993) avaliaram o efeito de CM durante o crescimento de E. coli B/r'WP2
e E. coli B usando diferentes temperaturas e meios de cultivo (meio sintético e meio complexo).
O aparato experimental gerou CM de 11,7 T e com as duas cepas no meio complexo foi
observado aumento do crescimento celular em relagdo aos ensaios controle. Com o meio
sintético, as taxas de crescimento reduziram significativamente. Quando o crescimento celular
ocorreu a temperaturas menores do que a temperatura 6tima, os CM aumentaram as taxas de
crescimento, independente do meio utilizado, enquanto que em temperaturas mais elevadas do

que a étima o crescimento celular foi menor.
Chacon et al. (1995) estudaram a influéncia do CM no processo de produgdo de
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biomassa utilizando a levedura Candida utilis Y-660. Os resultados alcangcados mostraram que
o CM estimulou o crescimento celular em aproximadamente 20%. O modelo matematico obtido
descreveu um comportamento nédo linear do processo. A avaliagdo do planejamento
experimental mostrou a influéncia dos fatores estudados (inducdo magnética e tempo de
tratamento), sendo as variaveis mais significativas o tempo de tratamento da suspenséao celular

e o efeito de interacdo de ambas as variaveis.

Mittenzwey et al. (1996) expuseram diferentes bactérias a CM de baixa frequéncia (2 a
50 Hz) com variagdo da indugéo eletromagnética (1 a 10 mT) através de um gerador de CM.
Outras varidveis estudadas foram a temperatura e o tempo de exposi¢cdo, sendo medidos a
concentracdo celular, a sintese de proteinas e a luminescéncia das bactérias. Os resultados
obtidos discordaram dos reportados por outros autores, que encontraram elevados efeitos dos
CM, especialmente na cultura de células eucarioticas. Os autores citaram que as bactérias séo
totalmente resistentes aos CM, provavelmente devido a seus mecanismos de compensacao e
auto-regulacdo. Os resultados deste estudo indicaram que os CM nas bactérias podem atuar
como um fator co-estressante. Outros processos como, por exemplo, 0 aquecimento pode ativar

estes mecanismos.

Pichko e Povalyaeva (1996) estudaram os efeitos dos CM de baixa freqiiéncia na
producédo de diferentes metabdlitos por alguns microrganismos. Em seu estudo, foi utilizado um
dispositivo comercial gerador de CM de inducao linear (50 Hz e 0,1 T). A exposicdao do
Penicillium solitum por 20 min aumentou em 40% a producéo da enzima Solizim (complexo de
enzimas lipoliticas), porém a exposi¢ao por 30 ou 40 min diminuiu a produ¢do em 119 e 108%,
respectivamente. Com o Aspergillus awamori, o tratamento magnético por 30 min aumentou
18% a biossintese de glucoamilase sem mudancas na concentracao celular, enquanto que em
40 min nao houve aumento na atividade. A aplicacdo por 20 min com Streptomyces robeus
aumentou a produgéo de glicoisomerase em 40% e com B. subtilis por 40 min aumentou de 30
a 40% a producao de proteinase. Os autores concluiram que os efeitos dos CM nos processos
de fermentacdo estudados, ocorreram devido a uma combinacdo de efeitos induzidos pelos
campos, incluindo ativagdo dos sistemas enzimaticos, aceleragéo do transporte de nutrientes e
estimulagao do metabolismo celular.

Rao et al. (1997) estudaram a influéncia do CM no cultivo submerso de
microrganismos para a degradagéo de fenol utilizando colunas de bolha e reator air-lift. No
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estudo, foi demonstrado que a degradacao do fenol no reator air-lift foi mais rapida e que o CM
aumentou a velocidade especifica de crescimento dos microrganismos, sendo o valor maximo
com 22 mT. Os CM foram gerados através da passagem de corrente elétrica por fios de cobre

envoltos nos tubos de aluminio.

Hirano et al. (1998) verificaram o comportamento da microalga Spirulina platensis 1AM
M-135 frente a aplicacdo de CM em condigcbes autotréficas (cultivo com luz) e heterotréficas
(cultivo no escuro). O crescimento foi acompanhado através da medida de densidade ética e
foram feitas determinagbes de ficocianina, clorofila, beta caroteno e gliceroglicolipidios. No
cultivo autotrofico foram testados CM de 0,005; 0,01; 0,02; 0,035; 0,04 e 0,07 T. E no cultivo
heterotrofico 0,01 e 0,07 T. Os ensaios foram conduzidos por 20 dias. Paralelamente foram
feitos cultivos controle, somente submetidos ao CM terrestre (aproximadamente 0,05 mT). No
cultivo autotréfico com 0,01 T foi obtida a maior velocidade especifica de crescimento (0,22 d™).
Nos cultivos heterotroficos o conteudo de ficocianina foi 54% maior com 0,01 T. Em relagéo a
clorofila e beta caroteno ndo houve diferenga significativa e o contetdo de gliceroglicolipidios foi
afetado negativamente com o aumento do CM. A conclusao foi que uma intensidade de campo
de 0,01 T aumentou as taxas de crescimento da microalga e a sintese de ficocianina.

Lei e Berg (1998) estudaram o efeito da “janela eletromagnética” na velocidade de
crescimento de Corynebacterium glutamicum 227. Para isto foi usado um par de bobinas
Helmholtz (5 cm de diametro) e observado que, com 15 Hz e 3,4 mT, a formacdo de ATP
aumentou em mais de 20% ap6és 8 h de exposicao. Para condigdes de 50 Hz e 4,9 mT, o ATP
aumentou em mais de 30% depois de 6 h de exposi¢cdo continua. Em ambos os casos, foi
observada eletroestimulagcdo do crescimento celular. Na pequena faixa estudada foram
encontradas duas “janelas”. 15 Hz e 3,4 mT, 50 Hz e 4,9 mT. O tempo de exposic¢ao total foi de
8 h.

Yavuz e Celebi (2000) avaliaram o efeito dos CM no tratamento de aguas residuérias
com lodo ativado. Para tal, foram variados a indugéo eletromagnética (8,9 a 46,6 mT) e o pH
(6,0 a 8,5). Os experimentos foram conduzidos por 40 h em dois fermentadores de 300 mL,
sendo um destes envolto com fios de cobre nos quais era aplicada a corrente elétrica. A
velocidade de remogdo do substrato aumentou proporcionalmente ao incremento da indugéo
magnética até 17,8 mT, quando entdo a velocidade comegou a diminuir. CM menores que 8,9

mT ndo apresentaram nenhum efeito na remogdo e para valores maiores que 46,6 mT foi
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observado efeito negativo. A maxima remogéao (44%) foiem pH 7,5 e 17,8 mT.

Hattori et al. (2001) investigaram o efeito dos CM (0,08 T) no aumento da
sedimentacado de lodo ativado. A aplicacdo dos CM aumentou a sedimentacdo e também o
tamanho do floco, comparando-se com o lodo sem aplicacédo de CM.

Strasak et al. (2002), estudando o comportamento da E. coli K12 frente a CM aplicados
por uma bobina (1,9 A; 50 Hz; 2,7-10 mT; 0-12 min), observaram que o0 numero de unidades
formadoras de colénias (UFC) diminuiu com o tempo de exposicdo e este decréscimo foi
exponencial. O CM inibe uma pequena parte das bactérias, enquanto as outras conseguem se

desenvolver normalmente, por isso 0 numero de coldnias diminuiu.

Utsunomiya et al. (2003) avaliaram os efeitos dos CM na produgéo de “porphyrin” por
Rhodobacter sphaeroides IFO 12203. Através de imas, CM de 0,13 a 0,3 T foram aplicados por
96 h. A maxima producao de 35,8 mg/L foi alcangada com 0,3 T, sendo que este resultado foi
5,3 vezes maior do que o encontrado no ensaio controle (6,7 mg/L).

Fojt et al. (2004) compararam os efeitos dos CM em trés bactérias (E. coli, Leclercia
adecarboxylata e S. aureus). Foi utilizada uma bobina com 23,5 cm de diametro (1,9 A; 50 Hz,
12 min e 2,7-10 mT). As bactérias foram expostas durante a fase logaritmica de crescimento
(ap6s 4,5 h de inoculagdo). O numero de unidades formadoras de colénias (UFC) foi usado
para quantificar os resultados e em todas as amostras diminuiu exponencialmente. A bactéria

mais sensivel foi E. coli e a mais resistente, S. aureus.

Alvarez et al. (2006) estudaram a aplicacdo de CM no processo de obtengéo de nisina
por L. lactis ATCC 7962, usando permeado de soro de queijo como substrato durante a
fermentagéo. Para tal, foi utilizado um sistema de recirculagdo do meio de cultivo através de um
par de imas. Através de planejamento completo (2°) foram estudadas as variaveis indugao
magnética (5; 12,5 ou 20 mT), tempo de tratamento magnético (4, 8 ou 12 h) e a velocidade do
reciclo celular (0,85; 1,175 ou 1,50 m/s). Os melhores resultados de producéo de nisina foram
obtidos com 4 h, 1,50 m/s e 5 mT. Nestas condicdes o fator de conversdo de substrato em
produto (nisina) (Yps) € de célula em produto (Ygxx) foram 3 e 5 vezes maior, respectivamente.

A microalga Spirulina platensis foi cultivada durante 7 dias por Li et al. (2007) em um
fermentador air-lift (3,5 L) com aplicagdo de CM maximo de 0,55 T. Campos de até 0,4 T
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estimularam o crescimento da microalga, enquanto que campos maiores inibiram o
crescimento. Dentro da faixa estudada os melhores resultados foram alcancados com 0,25 T,
onde 0 peso seco aumentou em 22% em um periodo de tempo inferior a dois dias em relagéao
ao controle. Os autores concluiram que campos de 0,25 T devem ser aplicados para aumentar

o crescimento da microalga em cultivos em fermentadores air-lift.

3.3.1 Aplicacao de Campos Magnéticos no cultivo de Saccharomyces cerevisiae

Van Nostran et al. (1967) avaliaram durante o crescimento de S. cerevisiae, o efeito da
aplicacao de CM a diferentes pressdes osmoéticas e temperaturas. O CM foi gerado através de
uma bobina e o campo aplicado foi de 0,46 T. As concentracdes celulares foram medidas nos
tempos de 24, 48 e 72 h. A andlise estatistica mostrou que o maior efeito foi dos CM, que
reduziram a concentragéo celular ao longo do tempo. Também foram observadas interacdes
significativas entre a temperatura e o CM em 24 h e entre a temperatura e a pressdo osmotica
em todos os tempos.

A influéncia da aplicacdo de CM de 1,5 T por 15 h no crescimento de S. cerevisiae
ATCC 7752 foi avaliada por Malko et al. (1994). Para tal, foi usado um “clinical magnetic
resonance imager”. Comparando os resultados com e sem a aplicagdo de CM, foi observado
gue nao houve uma diferenga estatistica entre os ensaios. Ou seja, a aplicaggo do CMde 1,5 T

nao aumentou a taxa de crescimento da S. cerevisiae.

lvanova et al. (1996) estudaram o uso de células de S. cerevisiae imobilizadas em
reator de leito fixo, estabilizado magneticamente para a producdo continua de etanol. O
processo de fermentacao foi feito em uma coluna (40 cm de diametro e 80 cm de altura), sendo
aplicado CM externo transversal ao fluxo do fluido. A aplicagdo dos CM (12,6-41,4 mT)
aumentou 1,5 vezes a producéo de etanol, comparando-se aos processos convencionais que

usam reator de leito empacotado.

Através da utilizacao de um dispositivo comercial gerador de CM, Pichko e Povalyaeva
(1996) constataram os efeitos dos CM de baixa freqiéncia (50 Hz e 0,1 T) em alguns
microrganismos. Com a S. cerevisiae Xl ocorreu aumento de 12% no acumulo de biomassa

com uma exposicdo ao CM de 40 min.
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Binninger e Ungvichian (1997) estudaram os efeitos do CM de baixa freqiiéncia (60 Hz)
na expressao genética da levedura S. cerevisiae. Para isto, utilizaram exposigées continuas de
20 uT durante um periodo de 15 geragGes (aproximadamente 24 h). Como a exposi¢cdo ao
campo ndo afetou significativamente a taxa de crescimento, foram investigados os efeitos
celulares menos evidentes. As mudancas na quantidade de RNAm (acido ribonucléico
mensageiro) foram determinadas por eletroforese em gel. Na maior parte do RNAm examinado
(44 a 67%), os efeitos nos niveis transcritos ndo foram diferentes daqueles observados nos
experimentos expostos. Porém, uma proporcdo significativa de RNAm (26 a 38%) foi
aumentada em duas vezes nas células expostas ao CM, e sé uma pequena porcentagem de
RNAm (7 a 18%) mostrou niveis inferiores aos das células controle (inferior a 50%).

Mehedintu e Berg (1997) estudaram a resposta do crescimento celular da levedura S.
cerevisiae H192 a aplicacdo de CM, numa regido de indugdo magnética de 0,2 a 0,5 mT,
produzidos por um par de bobinas Helmholtz (5 cm de diametro), com freqliiéncia entre 10 e 100
Hz. Os experimentos tiveram duragédo de 10 h, com amostras a cada 2 h. Os autores
observaram que a 50 Hz e 0,2 mT ocorreu inibicdo no crescimento celular de aproximadamente
16%, em relagdo ao controle, enquanto que, a 50 Hz e 0,5 mT, foi observado efeito estimulante
no crescimento celular de 25 + 5%, aumentando também a producéo de ATP. A temperatura
influenciou o efeito do CM aplicado, demonstrando que o numero de parametros envolvidos na

eletroestimulacao € maior do que o inicialmente estimado.

Motta et al. (2001) verificaram o comportamento da levedura S. cerevisiae DAUFPE-
1012 quando exposta a CM de 110 e 220 mT com auxilio de im&s. Na primeira condicdo um
im& foi colocado embaixo do frasco Erlenmeyer (25 mL com 10 mL de meio) e na segunda dois
imas aos lados do frasco. Os ensaios foram monitorados através de medidas do CO, produzido
e medidas espectrofotometricas do crescimento celular. Os niveis de CO, foram 36,1% maiores
com 220 mT e 7% com 110 mT, em relacdo aos ensaios controle. Os valores de absorbancia
apds 24 h de cultivo no ensaio controle, com 110 mT e 220 mT, foram 0,965; 0,763 e 1,665,
respectivamente. Com CM de 220 mT foi observado um aumento de 1,84% no crescimento

celular.

Barboza (2002) verificou o comportamento da variagdo da populagéo de S. cerevisiae
(fermento liofilizado) em placas de Petri submetidas a CM de 31 mT, produzido através de imas

colocados em cima e embaixo de cada placa. Para os ensaios controle algumas placas foram
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deixadas nas mesmas condigées, mas sem a influéncia dos CM. O ensaio foi conduzido por 30
h e aliquotas foram retiradas para analise de microscopia. A contagem média realizada
visualmente no microscépio 6ptico foi 50% menor para o grupo tratado com CM, em relagao ao
grupo controle.

Zapata et al. (2002) estudaram os efeitos dos CM no crescimento de S. cerevisiae
1320 (Laboratérios Alfred Jorgesen). O crescimento do microrganismo em meio liquido foi feito
durante 15 a 18 h. Os CM foram gerados através de bobinas (diametro interno 3,8 cm) e a
determinagédo da concentracao celular foi feita através da medida do peso seco. Foram feitos
alguns planejamentos experimentais para avaliar a influéncia do tempo de aplicagcédo do CM (5 a
325 s), da frequéncia (10 a 100 kHz) e do fluxo deste campo (2 a 62 uT). A combinacao destas
variaveis na qual foi obtida a maior concentracao celular foi 30 s, 100 kHz e 20 mG (2 uT).
Nestas condic¢des os valores foram 30% maiores que no cultivo controle. Estes mesmos autores
citaram que no trabalho de Galar e Martinez (1985) foi observado que CM com freqiiéncias de
120, 60 e 0 Hz tém efeitos diferentes sobre o crescimento de S. cerevisiae, sendo estimulantes,

inibitérios e nulos, respectivamente.

lwasaka et al. (2004) avaliaram o efeito dos CM no comportamento da levedura S.
cerevisiae |IAM7148 cultivada em meio liquido e exposta a um campo de 5 a 14 T (gerado
através de um ima supercondutor). Apdés 16 h de incubacdo a velocidade de crescimento
diminuiu. As propriedades fisicas do meio de cultura foram avaliadas, com o objetivo de
descobrir 0 mecanismo responsavel pelo decréscimo celular com a aplicagdo do CM. O papel
do magnetismo na mudanga dos processos de transporte gasoso, a pressdo hidrostatica
exercida na levedura e a mudanga na sedimentacao da levedura podem ser os efeitos do CM
sobre o sistema de respiracdo da levedura que causaram as mudangas observadas no

comportamento desta.

Motta et al. (2004) avaliaram a aplicagdo de CM estaticos (220 mT por 24 h) na
fermentagéo alcodlica com S. cerevisiae DAUFPE-1012, sendo usados cinco imas (1,7 x 0,5
cm) colocados ao redor do fermentador. Nos ensaios com CM foi observado que a glicose foi
totalmente consumida até o final da fermentacao, sendo a taxa de consumo 1,3 vezes maior em
relacdo ao ensaio controle (sem aplicacao de CM). As taxas de producdo etanol e biomassa
foram 3,4 e 3,0 vezes maiores, respectivamente. Os resultados mostraram também que as

leveduras magnetizadas produziram uma quantidade maior de alcool por grama de glicose por
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unidade de biomassa e ocorreu uma menor inibicdo do crescimento celular devido ao alcool

formado.

Ruiz-Gémez et al. (2004) observaram o comportamento da S. cerevisiae WS8105-1C
quando as culturas foram expostas a CM obtidos através de um par de bobinas Helmholtz (40
cm de didmetro). Os ensaios foram conduzidos a 50 Hz, com 0,35 ou 2,45 mT e o tempo de
incubagéao foi de 24 ou 72 h. Paralelamente, foi conduzido um ensaio controle e nas condi¢des
avaliadas nao houve alteragdées no crescimento celular. Estes resultados estdo em discordancia
com os trabalhos de Mehedintu e Berg (1997) e Motta et al. (2004). Sdo muitos os parametros
que influenciam os ensaios: intensidade do CM, freqiiéncia, tempo de exposi¢éo, tipo de célula,
temperatura e estado biologico das células. A discordancia dos resultados pode ser explicada
através das diferentes condi¢ées de producdo dos CM, bem como o controle de todos os

parametros acima citados.

Zapata et al. (2005) utilizaram leveduras comerciais de panificacdo (S. cerevisiae)
adquiridas na cidade de Medelin, Coldmbia. Os ensaios foram feitos em fermentadores de 400
mL, a 25°C e com 1 vvm. Para obter os CM foi utilizado um sistemas de bobinas (diametro 8,2
cm), sendo o campo de 250 mG (25 uT) e o tempo de aplicacao de 200 s. Foram feitos quatro
ensaios (A, B, C e D). Os ensaios A e B foram realizados com aplicacao de CM antes de iniciar
o cultivo, porém o ensaio A foi feito sem aeracao e o ensaio B com aeracéo. O ensaio C foi com
aeragao e com duas aplicacées de CM antes de iniciar o cultivo e ap6s 4 h de cultivo. O ensaio
D com aeracdo e com trés aplicacdes, antes de iniciar o cultivo, com 2 h e 4 h de cultivo. O
melhor resultado foi obtido no ensaio B apds 25 h de cultivo, a concentragao celular chegou a
aproximadamente 27 g/L, 14,4% maior em relacdo ao cultivo sem CM.

Novak et al. (2007) estudaram a aplicagdo de CM com auxilio de uma bobina (diametro
de 23,5 cm) no cultivo de S. cerevisiae CCY 21-4-59. A corrente elétrica aplicada foi de 1,9 A,
gerando um CM de 10 mT e tempo de 60 min. Foram observados efeitos inibitérios nos ensaios
em placas de petri com &gar, como em meio liquido em frascos Erlenmeyer. A inibigdo ocorreu
logo no inicio da aplicagdo do CM. Os autores comparam os resultados deste trabalho com S.
cerevisiae com outros trabalhos feitos com bactérias (E. coli, L. adecarboxylata e S. aureus) e
concluiram que as bactérias sdo mais sensiveis a aplicagdo de CM do que as leveduras.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMO

O microrganismo utilizado para a producao de glutationa (GSH) foi o Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754, obtido junto a Colecao de Culturas Tropical da Fundagédo André Tosello
(Campinas-SP). Para a manutengédo da cepa foi usado agar inclinado utilizando o meio YM
(yeast extract — malt extract) e os tubos foram mantidos sob refrigeragado (4°C). Na Tabela 1 é

mostrada a composi¢cdo do meio YM.

Tabela 1: Composicdao do meio YM usado na manutencao da cepa e no preparo do indculo
de Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754.

Composto Concentracao (g/L)
Glicose 10,0
Peptona 50
Extrato de levedura 3,0
Extrato de malte 3,0
Agar 20,0

4.2 PREPARO DO INOCULO

A fermentacdo para a obtencdo do in6culo foi feita em “shaker” (Marconi, mod. MA
830), sendo utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio YM sem agar
(Tabela 1) esterilizados a 121°C por 15 min. As condi¢des de cultivo para o preparo do indculo
foram 30°C e 150 rpm por 24 h. A concentracao celular do in6culo (determinada de acordo com

o item 4.5.1) variou entre 1,4 e 1,5 g/L.

4.3 MEIO DE CULTIVO

Na Tabela 2 € mostrada a composi¢cao do meio para a produgéo de GSH. O pH e a
concentracao de glicose foram ajustados de acordo com os delineamentos experimentais. A
glicose foi esterilizada separadamente (121°C por 15 min) e antes da inoculagéo foi misturada

aos outros componentes do meio.
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O acerto do pH do meio foi feito utilizando HCI ou NaOH (2 N), conforme necessario.

Tabela 2: Composicao do meio utilizado para a producao de glutationa.

Composto Concentracao
Glicose 20,0 - 96,8 g/L
Peptona 50 g/L
MgSQO,.7H,0O 12 g/L
Cisteina 3,0 mM

4.4 ENSAIOS

4.4.1 Ensaios em Frascos Erlenmeyer — “shaker”

As fermentagdes foram feitas em “shaker” (Marconi, mod. MA 830) utilizando frascos
Erlenmeyer de 250 mL contendo 100 mL de meio de fermentacdo (meio + indculo). O tempo de
fermentagéo foi de 72 h e amostras foram retiradas nos tempos de 0, 24, 48 e 72 h. Na Tabela
3 é mostrada a matriz do delineamento fatorial fracionado (FF) com os seus niveis codificados e
reais (entre parénteses).

Estas primeiras fermentagdes foram feitas de acordo com o FF (2°%) de resolugao IlI
com 3 pontos centrais totalizando 11 ensaios. As variaveis estudadas foram: agitacao, pHinicial,
temperatura, concentragdo de inéculo e concentragao inicial de glicose. A andlise da matriz de
respostas de concentragdo de GSH do FF foi feita com auxilio do software Statistica versao 5.0
(Statsoft Inc. 2325, Tusla, OK).
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Tabela 3: Matriz dos ensaios gerada pelo delineamento fatorial fracionado (FF), 2°2 com

seus niveis codificados e reais (entre parénteses).

) Temperatura Agitacao Conc. Inéculo  Conc. Inicial
Ensaio PHinicial

(°C) (rpm) (% viv) Glicose (g/L)
1FF -1 (26) -1 (100) -1(5) +1 (15) +1 (70)
2FF +1 (30) -1 (100) -1 (5) -1 (5) -1 (30)
3FF -1 (26) +1 (300) -1(5) -1 (5) +1 (70)
4FF +1 (30) +1(300) -1 (5) +1(15) -1 (30)
5FF -1 (26) -1 (100) +1(7) +1 (15) -1 (30)
6FF +1 (30) -1 (100) +1(7) -1 (5) +1 (70)
7FF -1 (26) +1(300) +1(7) -1 (5) -1 (30)
8FF +1 (30) +1(300) +1(7) +1 (15) +1 (70)
9FF 0 (28) 0 (200) 0 (6) 0(10) 0 (50)
10FF 0 (28) 0 (200) 0 (6) 0(10) 0 (50)
11FF 0 (28) 0 (200) 0 (6) 0(10) 0 (50)

Com base nestes resultados, foram determinadas as variaveis significativas e foi feito
um delineamento composto central rotacional (DCCR). Foi utilizado um DCCR (2°), com total de
17 ensaios (6 pontos axiais e 3 pontos centrais), sendo o a igual a 1,6812. Neste planejamento
a concentracao de indculo foi fixada em 5% e a agitagdo em 300 rpm e as variaveis estudadas
foram: temperatura, pHi.icia € concentracao inicial de glicose. Na Tabela 4 é mostrada a matriz

do primeiro delineamento composto central rotacional (PD).
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Tabela 4: Matriz dos ensaios gerada para o primeiro delineamento composto central
rotacional (PD), 2% com seus niveis codificados e reais (entre parénteses).

. Temperatura Conc. Inicial
Ensaio PHinicial i
(°C) Glicose (g/L)
1PD -1 (24) -1 (5) -1 (60)
2PD +1 (28) -1 (5) -1 (60)
3PD -1 (24) +1(7) -1 (60)
4PD +1(28) +1(7) -1 (60)
5PD -1 (24) -1 (5) +1(80)
6PD +1(28) -1 (5) +1(80)
7PD -1 (24) +1(7) +1(80)
8PD +1(28) +1(7) +1(80)
9PD -1,68 (20,6) 0 (6) 0 (70)
10PD +1,68 (31,4) 0 (6) 0 (70)
11PD 0 (26) -1,68 (3,3) 0 (70)
12PD 0 (26) +1,68 (8,6) 0 (70)
13PD 0 (26) 0 (6) -1,68 (43,2)
14PD 0 (26) 0 (6) +1,68 (96,8)
15PD 0 (26) 0 (6) 0 (70)
16PD 0 (26) 0 (6) 0 (70)
17PD 0 (26) 0 (6) 0 (70)

A andlise dos resultados do PD mostrou a necessidade de realizar outro planejamento
para tentar otimizar as condi¢cées de producdo da GSH. Devido a este fato, foi feito 0 segundo
delineamento composto central rotacional (2%), com « igual a 1,4142, 4 pontos axiais e 4 pontos
centrais, totalizando 12 ensaios. Nesta etapa as varidveis estudadas foram a temperatura e
concentracao inicial de glicose. O pHiniciai, @ cOncentracao de indculo e a agitacao foram fixados
em 5, 5% (v/v) e 300 rpm, respectivamente. Na Tabela 5 sdo mostrados a matriz dos ensaios
gerada pelo segundo delineamento composto central rotacional (SD), os niveis codificados e

reais (entre parénteses) das variaveis estudadas.
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Tabela 5: Matriz dos ensaios gerada para o segundo delineamento composto central
rotacional (SD) 22com seus niveis codificados e reais (entre parénteses).

Temperatura Conc. Inicial

Ensaio
(°C) Glicose (g/L)
1SD -1 (21,5) -1 (25,86)
2SD +1(28,5) -1 (25,86)
3SD -1 (21,5) 1 (54,14)
4SD +1(28,5) 1 (54,14)
58D -1,41 (20) 0 (40)
6SD +1,41 (30) 0 (40)
7SD 0 (25) -1,41 (20)
8SD 0 (25) +1,41 (60)
9SD 0 (25) 0 (40)
10SD 0 (25) 0 (40)
11SD 0 (25) 0 (40)
12SD 0 (25) 0 (40)

Depois de realizar as fermentagdes dos trés planejamentos experimentais, nos quais
foram estudadas as condi¢des de cultivo para a produgcdo de GSH nos frascos Erlenmeyer,
foram feitas fermentag¢des utilizando o meio YM para comparar com os resultados obtidos com
a otimizagao das condigbes de cultivo. As condi¢des destes ensaios foram: 20°C, 300 rpm, 5%
de in6culo, tempo de fermentacédo 72 h e amostras em 0, 24, 48 e 72 h.

4.4.2 Ensaios em Fermentador de Bancada

Em uma primeira etapa foram definidas nos frascos Erlenmeyer as melhores condigdes
de pHinca, cONcentracao inicial de glicose, concentragdo de inéculo, agitacao e temperatura
para a producdo de GSH. Apds esta etapa, foram feitas fermentacbes em fermentador de
bancada New-Brunswick-Bioflo 11l (5 L), nas quais foram avaliadas as influéncias da fonte de
nitrogénio, agitacao, aeracao e adicao de aminoacidos durante a producao de GSH.
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O ar foi fornecido através de um compressor, sendo utilizado um filtro com |a de vidro
para remover impurezas e microrganismos contaminantes. Um banho ultratermostatizado
(Marconi) foi acoplado ao fermentador para garantir o funcionamento a baixas temperaturas (<
25°C). O nivel da espuma formada durante a fermentagéo foi controlado através da utilizagao
de um sensor que acionava uma bomba para injetar antiespumante (Dow Corning FG-10)
quando necessario. O volume de meio de fermentagéo utilizado (meio + inéculo) foide 3,5 L e
continha glicose (40 ou 54 g/L), fonte de nitrogénio (50 g/L) e MgSQ,.7H,0 (12 g/L). O meio foi
esterilizado juntamente com o fermentador (121°C, 20 min), com exce¢do da glicose que foi
esterilizada separadamente em frascos Erlenmeyer. Antes da adi¢do de 5% (v/v) de indculo, a
glicose foi adicionada ao fermentador e 0 pHincia d0 meio acertado para 5,0 utilizando HCI ou
NaOH (2 N). O tempo de fermentagédo foi de 72 h com retirada de amostras durante este
periodo. Na Tabela 6 sdo mostrados os ensaios feitos no fermentador de bancada (FB).

Tabela 6: Ensaios feitos no fermentador de bancada (FB)

Temperatura Conc. inicial de Agitacao Aeracao Fonte de Adicao de

Ensaio
(°C) glicose (g/L) (rpm) (vvm) nitrogénio aminoacidos
1FB 25 40 300 0,46 peptona nao
2FB 20 54 300 0,46 peptona nao
3FB 20 54 300 0,53 peptona sim
4FB 20 54 400 0,53 peptona sim
5FB 20 54 500 0,53 peptona sim
6FB 20 54 500 1,1 peptona sim
7FB 20 54 500 1,1 EL* sim
8FB 20 54 500 1,1 AMM** sim

* EL — extrato de levedura
** AMM - &gua de maceragéao de milho

A adicao de aminodcidos durante a fermentacdo foi estudada no fermentador de
bancada. Por isso, em algumas fermentagdes, apds 6 h foram adicionados 2 mM de cisteina e,
apds 28 h, adicionados 3,35 mM de cisteina, 10 mM de acido glutamico e 18 mM de glicina. Os
aminoacidos foram dissolvidos em quantidades suficientes de agua destilada e esterilizados

separadamente em frascos Erlenmeyer.
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4.4.3 Ensaios com Aplicacao de Campos Magnéticos Gerados por Bobinas

Esta etapa do trabalho foi realizada no Laboratério de Polimeros do Departamento de
Ingenieria Quimica y Textil da Universidade de Salamanca - Espanha.

Para avaliar a influéncia da aplicagdo dos campos magnéticos (CM) durante a producao
de GSH foi utilizada uma bobina com as seguintes caracteristicas: diametro do fio 0,3 cm,
didmetro interno 10 cm, diametro externo 18 cm e altura 8,0 cm. A bobina foi acoplada a uma
fonte de alimentacao (Grelco modelo 50 A) capaz de fornecer intensidade de corrente elétrica
de 50 amperes e diferenca de potencial maxima de 15 volts. Dependendo da corrente aplicada
na bobina a indugdo magnética variou de 25,0 a 34,3 mT.

Esta bobina foi colocada ao redor de um fermentador de 250 mL contendo 100 mL de
meio de fermentacdo (meio + indculo). A concentracdo de inéculo foi de 5% (v/v) e 0 meio de
fermentagé@o continha (em g/L): glicose (54), extrato de levedura (50) e MgSQO,.7H,O (12). O
pHinicial fOi de 5, a agitacdo de 200 rpm e o fermentador estava imerso em banho termostatizado
para manter a temperatura em 20°C. O ar obtido através de compressor passava por um filtro
com 1a de vidro, sendo a taxa de aeragéo de 3,2 vvm. O tempo de fermentagéo foi de 72 h e as
amostras foram retiradas em 0, 24, 48 e 72 h. Apés 6 h de fermentagéo foi adicionado 2 mM de
cisteina e ap6s 28 h adicionados 3,35 mM de cisteina, 10 mM de &cido glutdmico e 18 mM de
glicina. Os aminoéacidos foram dissolvidos em quantidades suficientes de agua destilada e
esterilizados separadamente (121°C, 15 min).

Com o objetivo de verificar como a aplicagdo de CM influencia a producdo de GSH,
primeiramente foram feitas trés fermentacées sem a aplicagdo de campo (fermentacdes

controle), nas mesmas condi¢cdes de temperatura, agitacao, pH, aeracéao e nutrientes.

Para os ensaios com aplicagdo de CM foi utilizado um delineamento fatorial completo
(2%) com 3 pontos centrais totalizando 7 ensaios. As varidveis estudadas foram: inducéo
magnética e o tempo de exposicdo ao CM. A analise da matriz de respostas da concentracdo
de GSH foi feita com auxilio do software Statistica versdo 5.0. Na Tabela 7 sdo mostrados a
matriz dos experimentos do delineamento fatorial completo com aplicagdo do CM (DCM), os
niveis codificados e os niveis reais para cada variavel estudada.
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Tabela 7: Matriz dos ensaios gerada para o delineamento fatorial completo com aplicagéo

do CM (DCM) 2% com seus niveis codificados e reais (entre parénteses).

Inducdo Magnética Tempo de exposicao

Ensaio
(mT) (h)

1DCM -1 (25,0) -1 (8)
2DCM +1 (34,3) -1(8)
3DCM -1 (25,0) +1 (16)
4DCM +1(34,3) +1 (16)
5DCM 0 (29,6) 0(12)
6DCM 0 (29,6) 0(12)
7DCM 0 (29,6) 0 (12)

4.4.4 Ensaios com Aplicacdo de Campos Magnéticos Gerados por imas

Depois de analisar os resultados obtidos com a aplicagdo dos CM com bobina, verificou-
se a influéncia de CM gerados por imas durante a produgdo de GSH. O fermentador New-
Brunswick-Bioflo Ill (5 L) foi adaptado a um sistema de reciclo da suspensao celular através de
um magnetizador com imés, conforme mostrado na Figura 4.

Nas fermentagées com aplicacdo de CM foram utilizadas as melhores condigdes de
cultivo observadas nas fermentagdes anteriores. O meio continha (em g/L): glicose (54), extrato
de levedura (50) e MgS0O,.7H,0O (12), sendo 3,5 L o volume de meio de fermentagdo (meio +
indculo). O fermentador com o meio de fermentagao (sem a glicose) foi esterilizado a 121°C por
20 min. A glicose foi esterilizada separadamente em frascos Erlenmeyer e adicionada ao
fermentador antes da inoculagéo e do acerto do pHiicial 5.

A temperatura, aeracao, agitacdo, tempo de fermentacdo e concentragdo de inéculo
foram de 20°C, 1,1 vvm, 500 rpm, 72 h e 5% (v/v), respectivamente. O ar foi fornecido por
compressor e filtrado através da passagem por 1a de vidro.
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Legenda:

1- Fermentador de bancada Bioflo IlI 4- imas

2- Bomba para recirculagao da suspenséo celular 5- Suspensao celular/meio de cultura
3- Magnetizador de indugéo variavel

Figura 4: Esquema do tratamento magnético da suspensao celular em fermentador de bancada

Durante a fermentagao foram adicionados os aminoacidos precursores da GSH (apés
6 h: 2 mM de cisteina e ap6s 28 h: 3,35 mM de cisteina, 10 mM de acido glutdmico e 18 mM de

glicina) e foram retiradas amostras em intervalos regulares de tempo.

Primeiramente foi feita uma fermentag&o controle sem aplicagdo de CM e com reciclo
celular, nas mesmas condigbes de temperatura, agitacdo, pH, aeragdo e nutrientes.
Posteriormente, foram feitas trés fermentagdes variando o tempo de aplicagao do CM em 24, 48
e 72 h. Os imas foram colocados a uma distancia de 5 mm do tubo de reciclo; com isso o CM
aplicado foi de 20 mT (200 Gauss).

O reciclo celular foi feito através da utilizagdo de uma bomba peristaltica (Anko 913
MITY Flex, USA) e a velocidade de reciclo celular foi de 5,2 cm/s.

4.5 METODOLOGIA ANALITICA

4.5.1 Determinacao da Concentracao Celular

A determinacgao da concentracao celular foi feita por espectrofotometria. Para tal, foi feita
a leitura de absorbancia do meio de cultura a 600 nm utilizando espectrofotémetro HACH (Mod.
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DR/4000U). Quando necessario, a amostra foi diluida com agua destilada. O sobrenadante
obtido apds a centrifugacdo da amostra foi utilizado como branco para eliminar a interferéncia

do meio de cultivo.

Para obter a concentragcdo celular (g/L) foi feita uma curva padrao, sendo a levedura
cultivada nas mesmas condi¢gées do inéculo. Apdés 24 h de incubagdo parte do meio foi
centrifugado (4000 rpm por 20 min) e o sobrenadante descartado. A massa celular foi lavada
com agua destilada seguindo-se de secagem em estufa a vacuo (65°C) até peso constante. No
restante do meio fermentado foram feitas diferentes diluigbes com agua destilada e em cada
uma delas determinada a absorbancia. Com base no resultado de massa celular seca foi
determinada a concentragdo celular para cada diluigdo. A partir destes dados foi plotado o
grafico da absorbancia versus concentragdo celular e obtida a curva padrdo para célculo da
concentragao celular (g/L).

4.5.2 Determinacao de pH

A determinacao de pH de cada amostra foi feita diretamente através de potenciémetro
Digimed (Mod. DM 20uP).

4.5.3 Determinacao da Concentracao de Glicose Residual

A concentracdo de glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase-peroxidase
utilizando um “kit” enzimatico e colorimétrico para determinacado de glicose (Bio-Diagndéstica).
Para a analise foi utilizado o sobrenadante das amostras retiradas durante a fermentacao e
cada uma diluida com agua destilada conforme necessario. Apés a diluicdo, 20 uL de amostra e
2 mL do reagente foram misturados e incubados a 37°C por 10 min. Paralelamente, foi feita a
determinacgéo do padrao (20 uL de padrao e 2 mL do reagente) e do branco (2 mL do reagente),

sendo que ambos foram incubados nas mesmas condi¢des das amostras.

Para o calculo da concentracdo de glicose a leitura de absorbancia do branco foi
subtraida da leitura de absorbancia das amostras e do padrdo. Posteriormente a leitura das
amostras foi dividida pelo padrdao e multiplicada pelo fator de diluicdo. Os resultados de
concentracao de glicose foram expressos em g/L.
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4.5.4 Determinacao da Concentracao de Glutationa

Para a determinacdo de GSH foi utilizado o método de Owens e Belcher (1965). O meio
fermentado foi centrifugado e o sobrenadante separado das células. Uma solucdo de etanol
40% (v/v) foi adicionada as células e feita a extracdo por 2 h a 30°C. Em 0,5 mL de amostra
foram adicionados 1,5 mL de tampao fosfato de potassio (0,5 M; pH 8,0) e 0,03 mL de DTNB
(5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoic acid). Apés 3 min de reacao foi feita a leitura em espectrofotobmetro
HACH (Mod. DR/4000U) a 412 nm. Paralelamente foi feito o branco da reagéo utilizando a
solugéo de etanol 40% (v/v). A quantidade de GSH foi calculada através de uma curva padrao,
sendo utilizada L-glutationa reduzida (Fluka, Jap&o). Os resultados foram expressos em mg/L.

A solucao de GSH foi preparada dissolvendo-se 0,01 g em HCI 0,01 N (resfriado) até o
volume de 100 mL. A solucao foi mantida congelada para ndo ocorrer oxidagéo. Para o preparo
da solucdo de DTNB, 0,396 g deste reagente e 0,15 g de NaHCO; foram dissolvidos em
tampao fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). O volume foi ajustado para 100 mL e a solugcao
mantida congelada até o momento do uso.

4.5.5 Determinacao de Inducao Magnética

Nos experimentos feitos com CM gerados por bobina foi utilizado um gaussimetro (MG-
50P, Walker Scientific Inc., USA) para verificar os niveis de indugéo utilizados de acordo com a
corrente elétrica aplicada na bobina.

Para fixar os niveis de inducdo magnética no magnetizador (imas) foi usado um

teslametro MG-3D, modelo MG-3A, com possibilidade de medi¢do de 0,001 a 10 Tesla.

4.6 CALCULOS

Através da equacao 1 foi calculada a porcentagem de GSH (%) que relaciona a massa
de GSH (g) em relacdo a massa celular (g) para determinado tempo de fermentacao.

massa GSH (g)
massa celular (g)

GSH (%) = *100 equagao (1)

45



MATERIAL E METODOS

As equagbes 2, 3 e 4 foram utilizadas para calcular os fatores de conversao de

substrato em produto (Yps), substrato em célula (Yys) e célula em produto (Ypx),
respectivamente.

Poyy - P
Yoo =—12h _0h equacéo (2)
" S84 —Spn
Yys = X2 = Xon equaco (3)
SOh_S72h
Psop - P
Yo, =—12h _0n equagao (4)
o X72h_X0h

Com as equacgdes 5 e 6 foram calculados os desvios e desvios relativos das respostas
obtidas experimentalmente em relagédo as previstas pelos modelos.

~

Desvio =Y-Y equacao (5)

Desvio relativo = (Y—YYJ *100 equagao (6)

Onde: Y = resposta experimental e Y = resposta prevista pelo modelo

Para comparar os resultados de concentragéo celular e de GSH obtidos nos ensaios
com aplicagédo de CM, através de magnetizador ou através de bobina, em relacdo aos ensaios
controle, sem aplicacdo de CM, foram utilizadas as equacdes 7 e 8. Sendo que o valor de PDC
representa a porcentagem de diferenga da concentracao celular com a aplicagdo de CM em
relagdo aos ensaios controle e o valor de PDG a porcentagem de diferenga da concentragédo de
GSH com a aplicagédo de CM em relagao aos ensaios controle.

PDC = (CAC - Ccontrole J *100 equag:éo (7)

controle

Onde: Cac = concentragao celular com aplicacao do CM
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Ceontrole = CONcentragao celular do ensaio controle

PDG = (CAC - Coontrole ] *100 equacio (8)

controle

Onde: Cac = concentragdo de GSH com aplicacao do CM
Ceontrole = cOncentracdo de GSH do ensaio controle
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ENSAIOS EM FRASCOS ERLENMEYER
5.1.1 Delineamento Fatorial Fracionado (FF)

O delineamento fatorial fracionado (2°%) foi utilizado para obter resultados preliminares
da concentracdo de GSH e avaliar a influéncia das variaveis estudadas (agitagéao, temperatura,
pH, concentragdo de in6culo e concentragdo inicial de glicose). As variaveis utilizadas no
delineamento fatorial fracionado (FF), os seus niveis reais e codificados e a matriz dos ensaios
realizados sao apresentados na Tabela 3.

Na Tabela 35 (anexos) sao mostrados os resultados da concentracédo inicial de glicose
e de pH durante a fermentacdo. Com excecao dos ensaios 6FF, 8FF e 9FF, o pH final foi maior
que o pH inicial e para 72 h variou de 5,40 a 7,14. Em relacéo a fonte de carbono (glicose), ela
foi totalmente consumida pela levedura durante as primeiras 24 h de fermentacdo. O
crescimento depois deste periodo pode ter ocorrido devido ao consumo de outros nutrientes, ou
até mesmo do etanol produzido pela levedura.

Os resultados de concentragéo celular podem ser visualizados na Tabela 36 (anexos),
e a Figura 5 apresenta estes valores graficados em relagdo ao tempo de fermentagéo. A maior
concentracao celular (12,3 g/L) foi obtida no ensaio 8FF, apds 72 h de fermentagéo, sendo que
este ensaio foi feito a 30°C, 300 rpm, pHincial 7, 15% de in6culo e 70 g/L de glicose. Os outros
dois ensaios nos quais foram obtidas as maiores concentragdes celulares foram o 1FF (10,8 g/L
em 48 h) e o 3FF (10,4 g/L em 24 h). Estes dois ensaios foram conduzidos a 26°C, pHiiciai 5, €
70 g/L de glicose, enquanto que no ensaio 1FF a agitacédo foi de 100 rpm e 15% de in6culo, no
ensaio 3FF foi 300 rpm e 5% de inéculo. P6de-se observar que as maiores concentragoes
celulares foram obtidas nos ensaios que possuiam a maior concentragao inicial de glicose, com

excecgao do ensaio 6FF.
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Concentragao celular (g/L)

Concentracéao celular (g/L)
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(b)
Figura 5: Acompanhamento da concentracao celular (g/L) de Saccharomyces cerevisiae
durante o FF (2°9): (a) ensaios 1 a 6 (b) ensaios 7 a 11.

A Tabela 37 (anexos) e a Figura 6 mostram os resultados da concentragcdo de GSH
(mg/L) ao longo da fermentagdo. A maior concentracdo foi de 130,4 mg/L ap6s 72 h no ensaio
3FF (26°C, 300 rpm, pHiicia 5, 5% de indculo e 70 g/L de glicose). Nos 3 pontos centrais € no
ensaio 7FF também foram observadas concentracdes elevadas de GSH.
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(b)
Acompanhamento da concentracdo de GSH (mg/L) produzida por Saccharomyces

cerevisiae durante o FF (2°?): (a) ensaios 1 a 6 e (b) ensaios 7 a 11.

Figura 6:

Em relagédo a influéncia da temperatura durante a fermentagédo pdde-se observar que
os maiores valores de concentracao celular e de GSH foram obtidos em diferentes ensaios.
Enquanto a maior concentragéo celular foi obtida no ensaio a 30°C, a maior concentragcao de
GSH foi encontrada a 26°C. Este fato também foi observado por Wei et al. (2003a), que
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estudaram o efeito da temperatura na fermentagédo em batelada para producdo de GSH usando
Candida utilis WSH 02-08 em fermentac6es com tempo total de 32 h. A maior concentracao de
GSH (385 mg/L) foi obtida quando a temperatura foi mantida em 30°C nas primeiras 8 h e
depois diminuida para 26°C até o final da fermentacdo. Desta forma na primeira etapa foi
estimulado o crescimento celular e na segunda a producéao de GSH.

Na Tabela 8 sdao mostrados os valores de porcentagem de GSH (%), fatores de
conversao de substrato em produto (Ypss), substrato em célula (Yys) e célula em produto (Ypx)
dos ensaios do FF, que foram obtidos através das equacoes 1 a 4, respectivamente.

Tabela 8: Porcentagem de GSH produzida por Saccharomyces cerevisiae e fatores de
conversdo para o delineamento fatorial fracionado (FF) 2>

Glutationa (%) Fatores de conversao
Ensaio
24h 48h 72h (VR o) (Mo
1FF 1,0 0,8 1,0 1,27 0,13 10,10
2FF 0,9 1,2 1,8 2,64 0,15 17,93
3FF 0,8 1,2 21 1,86 0,09 20,87
4FF 1,0 1,2 1,4 3,32 0,23 14,29
5FF 1,0 1,0 1,5 2,43 0,16 15,55
6FF 0,6 0,7 1,2 1,12 0,10 11,73
7FF 1,0 1,3 1,8 3,59 0,19 18,45
8FF 0,8 09 08 1,40 0,17 8,15
9FF 0,8 1,4 1,2 2,05 0,17 12,29
10FF 0,8 1,3 1,2 2,09 0,18 11,84
11FF 0,8 1,3 1,2 2,11 0,18 11,90

Com excecao dos ensaios 8FF a 11FF, os maiores valores de porcentagem de GSH
foram observados apds 72 h de fermentacé@o, sendo o maior valor de 2,1% obtido no ensaio
3FF. Em relacdo aos fatores de conversdo, a maior conversédo de substrato em produto foi de
3,59 mgasH/dgic NO ensaio 7FF (26°C, 300 rpm, pHinca 7, 5% indculo e 30 g/L de glicose),
substrato em célula foi 0,23 ges/ggic NO ensaio 4FF (30°C, 300 rpm, pHiniciai 5, 15% indculo e 30
g/L de glicose) e célula em produto foi de 20,87 mggsH/desi NO ensaio 3FF (26°C, 300 rpm,
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PHinicia 5, 5% indculo e 70 g/L de glicose). No ensaio 3FF foram conseguidos os melhores
resultados de concentragao e porcentagem de GSH e conversao de substrato em produto.

A Tabela 9 mostra os valores de produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH
(mg/L.h) obtidos durante os ensaios do delineamento fatorial fracionado (FF).

Tabela 9: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) para o
delineamento fatorial fracionado (FF) 2°2

Produtividade celular Produtividade em GSH
Ensaio (g/L.h) (mg/L.h)

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

1FF 0,28 0,23 0,13 2,85 1,73 1,25
2FF 0,26 0,13 0,06 2,28 1,60 1,10
3FF 0,43 0,17 0,09 3,31 2,08 1,81
4FF 0,26 0,15 0,10 2,73 1,75 1,40
5FF 0,19 0,13 0,07 1,98 1,33 1,03
6FF 0,33 0,18 0,09 2,09 1,24 1,09
7FF 0,28 0,14 0,08 2,94 1,72 1,49
8FF 0,36 0,20 0,17 2,90 1,83 1,37
9FF 0,31 0,16 0,12 2,58 2,24 1,43
10FF 0,33 0,16 0,13 2,52 2,15 1,47
11FF 0,31 0,17 0,13 2,47 2,19 1,49

Os melhores valores de produtividades celulares e em GSH foram obtidos para 24 h de
fermentagdo em todos os ensaios. Os maximos valores foram no ensaio 3FF, sendo estes de
0,43 g/L.h e 3,31 mg/L, respectivamente.

Avaliando-se a Figura 6 (Tabela 37 em anexo) pbéde-se constatar o aumento da
concentracdo de GSH durante a fermentacao. A partir dos valores médios para 48 h (86,6 mg/L)
e 72 h (97,7 mg/L) e porcentagem de GSH para 48 h (1,12) e 72 h (1,37), verificou-se que a
diferenca entre os valores para os tempos de 48 h e 72 h foi pequena. Porém, como o objetivo
deste trabalho foi otimizar a concentracdo de GSH, fez-se a analise estatistica para o tempo de
72 h de fermentagdo. A Tabela 10 mostra a estimativa dos efeitos para a concentracdo de GSH
produzida por S. cerevisiae no planejamento do FF através do SS residual.
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Tabela 10: Estimativa dos efeitos para a concentragédo de GSH produzida por S. cerevisiae

no planejamento FF (2°2) para 72 h.

Efeito (mg/L) Desvio Padrao t(5) p
Média* 97,66 2,14 45,63 0,0000
Temperatura® -11,37 5,02 -2,27  0,0728
Agitacao* 28,92 5,02 5,76  0,0022
PHinicia™ -10,52 5,02 -2,10  0,0901
Concentracao de indculo -7,97 5,02 -1,59 0,1730
Conc.inicial de glicose 8,97 5,02 1,79  0,1338

* fatores estatisticamente significativos (90% confianga)

Temperatura, agitacdo e pHi.ca apresentaram efeito significativo na concentracao de

GSH, a um nivel de confianca de 90%. As variaveis concentragcdes de inéculo e inicial de

glicose ndo apresentaram efeitos significativos.

Enquanto a temperatura e 0 PpHinca

apresentaram efeitos negativos, a agitacao apresentou efeito positivo. Isto mostrou que para

aumentar a concentragdo de GSH devem-se aumentar os valores de agitagdo e diminuir a

temperatura e o pHinicia. Os pontos centrais apresentaram um pequeno desvio padréo (x 2,3), 0

gue demonstrou boa repetibilidade do processo. Foi feita a analise estatistica dos resultados de

concentracdo celular para o tempo de 72 h de fermentagcéo e na Tabela 11 sdo mostrados os

efeitos das variaveis sobre esta resposta.

Tabela 11: Estimativa dos efeitos para a concentragéao celular produzida por S. cerevisiae no

planejamento FF (2°?) para 72 h.

Efeito (mg/L) Desvio Padrao t(5) p
Média* 7,61 0,45 16,84  0,0000
Temperatura 1,15 1,06 1,08 00,3274
Agitacao 1,60 1,06 1,51 0,1915
PHinicial 0,65 1,06 0,61 0,5665
Concentracao de indculo* 2,65 1,06 2,50 0,0545
Conc. inicial de glicose* 2,90 1,06 2,74 0,0410

* fatores estatisticamente significativos (90% confianga)

Contrariamente aos resultados obtidos na analise estatistica da concentracdo de GSH,

as variaveis que foram significativas a um nivel de confiangca de 90% para a concentragao
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celular foram: a concentracdo de inéculo e de glicose. Todos os efeitos foram positivos, o que
mostrou que para aumentar a concentragdo celular devemos aumentar a concentragdo de
indculo e inicial de glicose. Como o objetivo deste trabalho foi aumentar os niveis de GSH
produzidos pela levedura, para elaborar o préximo delineamento experimental foram levados

em consideracao os resultados da analise estatistica dos dados de concentragédo de GSH.

A variavel que mais influenciou na concentracao de GSH foi a agitacao, seguida pela
temperatura e 0 pHinicia- COmo nao era possivel aumentar os niveis de agitacao, em fungéao do
tipo de “shaker” utilizado nas fermentagées em frascos Erlenmeyer, no proximo delineamento
experimental para todos os ensaios a agitacao foi fixada em 300 rpm (nivel +1). Da mesma
forma, no primeiro delineamento composto central rotacional (DCCR), os valores de pHinicia
testados permaneceram os mesmos e foram acrescentados os pontos axiais (pHinicia 3,3 € 8,7).
A faixa de pHincia Ndo foi deslocada, pois em pH menores que 3,3 provavelmente a levedura
nao se desenvolveria em condi¢des satisfatorias. Se for considerado um nivel de confianga de
85%, nivel este aceitavel para processos biotecnoldgicos, a variavel concentragao inicial de
glicose seria significativa e na andlise estatistica de concentragdo celular foi um parametro
significativo, sendo a variavel que mais influenciou a resposta. Com isso no préoximo DCCR foi
estudado o comportamento das variaveis: pHiiciai, temperatura e concentragao inicial de glicose.

5.1.2 Primeiro Delineamento Composto Central Rotacional (PD)

Este primeiro delineamento composto central rotacional (PD) foi feito com o intuito de
incrementar os niveis de GSH produzidos pela levedura e conseqiientemente encontrar as
melhores condi¢des de pHiniciai, temperatura e concentragao inicial de glicose.

Na Tabela 38 (anexos) sdao mostrados os valores da concentragéo inicial de glicose
(g/L) e de pH durante as 72 h de fermentacdo. Da mesma forma que no FF, a glicose foi
totalmente consumida até 24 h de fermentacdo. Em relagéo ao pH, em 48 h de fermentacao o
pH dos 17 ensaios variou de 3,46 a 7,01, e em 72 h variou de 3,55 a 6,44.

Os valores de concentracao celular durante os ensaios PD estédo indicados na Tabela
39 (anexos) e na Figura 7.
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Figura 7: Acompanhamento da concentragao celular (g/L) de S. cerevisiae durante o PD (2°):

(a) ensaios 1 a 6, (b) ensaios 7 a 12 e (c) ensaios 13 a 17.
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A maior concentragdo celular (12,9 g/L) foi obtida no ensaio 6PD em 72 h, cujas
condigdes foram 28°C, pHica 5 € 80 g/L de glicose. No ensaio com a menor concentragao
inicial de glicose (43,2 g/L) foi produzida a menor concentragdo celular (9,7 g/L). Os dados
graficados na Figura 7 mostraram que até 24 h a levedura encontrava-se na fase exponencial e
apos este periodo até o final da fermentagéo, na fase estacionaria de crescimento. Os valores
médios de concentracao celular para os 17 ensaios para 48 h e 72 h foram 10,4 g/L e 11,8 g/L,

respectivamente.

Os resultados da concentracdo de GSH sdo mostrados na Tabela 40 (anexos) e na
Figura 8. No ensaio 1PD, apds 48 h, foi observada a maior concentragao de GSH (168,9 mg/L)
e este ensaio foi feito a 24°C, pH 5 e 60 g/L de glicose. Outro valor elevado foi observado no
ensaio 2PD (28°C; pHincial 5; 60 g/L de glicose), pois ap6s 48 h a concentragdo de GSH chegou
a 154,0 mg/L. Dentre os 17 ensaios realizados nas diferentes condigbes observou-se que a
concentracdo de GSH em 48 h variou de 62,6 a 168,9 mg/L e para 72 h variou de 45,8 a 149,9
mg/L; isto indicou a grande variacdo da concentracdo de GSH em fungdo dos niveis das
variaveis do delineamento e do tempo de fermentagdo, mostrando a importancia de se
estabelecer as condigbes de cultivo adequadas para a produgéo de GSH.
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Figura 8: Acompanhamento da concentracao de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae

durante o PD (2°): (a) ensaios 1 a 6, (b) ensaios 7 a 12 e (c) ensaios 13 a 17.
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Os valores de porcentagem de GSH e fatores de conversao de substrato em produto
(Ypss), substrato em célula (Yxs) e célula em produto (Ypyx) para os ensaios do PD sao
mostrados na Tabela 12, estes valores foram calculados através das Equacdes 1 a 4.

Tabela 12: Porcentagem de GSH produzida por S. cerevisiae e fatores de conversao para o
primeiro delineamento composto central rotacional (PD) 2°.

Glutationa (%) Fatores de conversao
Ensaio
24h  48h 72h Yess Yxs Yeix
(Mggsh/Gaiic) (Icel/Daiic) (MPash/csr)

1PD 1,1 1,6 0,9 1,77 0,20 8,79
2PD 1,0 1,5 1,2 2,50 0,21 12,09
3PD 0,8 1,3 1,2 2,35 0,19 12,09
4PD 0,7 0,8 0,8 1,61 0,19 8,38
5PD 0,9 1,3 0,7 1,13 0,15 7,44
6PD 0,9 0,8 0,5 0,77 0,16 4,74
7PD 0,7 1,0 0,5 0,75 0,15 4,84
8PD 0,6 0,7 0,8 1,18 0,16 7,55
9PD 0,5 1,1 1,2 1,78 0,15 11,92
10PD 0,7 0,9 1,1 1,92 0,17 11,32
11PD 0,9 1,0 0,5 0,88 0,16 5,51
12PD 0,5 0,6 0,4 0,65 0,17 3,81
13PD 0,8 1,7 1,0 2,20 0,22 10,19
14PD 0,9 0,9 0,7 0,82 0,12 7,03
15PD 0,5 0,7 0,4 0,72 0,17 4,33
16PD 0,5 0,7 0,5 0,81 0,17 4,72
17PD 0,5 0,6 0,4 0,75 0,17 4,34

A maior porcentagem de GSH na célula foi de 1,7% obtida no ensaio 13PD a 26°C,
PHinicial 6 € 43,2 g/L de glicose. No ensaio 2PD (28°C; pHinicias 5; 60 g/L de glicose) encontrou-se
as maiores conversdes de substrato em produto e célula em produto. O mesmo fator de
conversao de célula em produto (12,09 mggssr/gcs) foi observado no ensaio 3PD e no ensaio
13PD a maior conversdo de substrato em célula. A Tabela 13 mostra os valores de
produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) obtidos no primeiro delineamento

composto central rotacional (PD).
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Tabela 13: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) para o primeiro
delineamento composto central rotacional (PD) 2°.

Produtividade celular Produtividade em GSH
Ensaio (g/L.h) (mg/L.h)

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
1PD 0,35 0,22 0,17 4,00 2,35 1,48
2PD 0,36 0,22 0,17 3,76 2,14 2,08
3PD 0,37 0,22 0,16 2,86 1,89 1,96
4PD 0,37 0,21 0,16 2,56 1,15 1,34
5PD 0,36 0,23 0,17 3,04 1,99 1,26
6PD 0,41 0,22 0,18 3,59 1,23 0,85
7PD 0,37 0,23 0,17 2,45 1,55 0,83
8PD 0,40 0,23 0,17 2,27 1,01 1,32
9PD 0,29 0,21 0,15 1,37 1,58 1,73
10PD 0,41 0,23 0,16 3,02 1,37 1,86
11PD 0,35 0,19 0,16 3,25 1,34 0,85
12PD 0,39 0,23 0,17 1,82 0,87 0,64
13PD 0,36 0,18 0,13 3,02 2,08 1,36
14PD 0,43 0,22 0,16 3,69 1,26 1,10
15PD 0,38 0,21 0,16 1,80 0,93 0,70
16PD 0,39 0,22 0,17 2,06 0,95 0,79
17PD 0,38 0,22 0,17 1,94 0,94 0,73

As maximas produtividades celular e em GSH foram observadas em 24 h de
fermentacao, sendo seus valores de 0,43 g/L.h e 4,00 mg/L.h, respectivamente. Para o tempo
de 48 h, no qual foi obtida a maxima concentracdo de GSH, a maior produtividade em GSH foi
de 2,35 mg/L.h no ensaio 1PD.

As curvas da Figura 8 (Tabela 40 em anexo) mostraram que na maioria dos ensaios a
concentracdo de GSH diminuiu apds 48 h de fermentacao. Este fato pode ser ratificado ao ser
avaliado a concentragdo média de GSH para 48 h (104,3 mg/L) e 72 h (88,5 mg/L), e também a
porcentagem de GSH para 48 h (1,0%) e 72 h (0,75%). Desta forma, a analise estatistica para o
PD foi feita para o tempo de 48 h.
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No PD foram considerados significativos os parametros com p-valores menores que

5% (p< 0,05). Na Tabela 14 sdo mostrados os coeficientes de regressao e desvio padrdao dos

ensaios do PD, sem excluir os termos néo significativos, com 5% de significAncia. O coeficiente

de correlagao obtido foi de 0,8828. Na tabela os termos lineares estdo associados a letra L e os

termos quadraticos letra Q.

Tabela 14: Coeficiente de regress&o e desvio padrao do PD (2°), para a concentragdo de

GSH produzida por S. cerevisiae em 48 h.

Coeficiente de

. Desvio Padrao t(7) p-valor
Regressao
Média* 66,75 10,30 6,48 0,000
(1) Temperatura (L) * -18,73 4,84 -2,84 0,025
Temperatura (Q) * 17,01 5,32 3,19 0,015
(2) pH (L) * -15,18 4,84 -3,14 0,016
pH (Q) 7,65 5,32 1,44 0,191
(3) Conc. glicose (L) * -16,44 4,84 -3,40 0,011
Conc. glicose (Q) * 22,08 5,32 415 0,004
1Lx2L -2,87 6,32 -0,45 0,662
1Lx3L -3,15 6,32 -0,50 0,633
2L x3L 7,15 6,32 1,13 0,295

* fatores estatisticamente significativos (95% confianga)

A Tabela 15 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para os ensaios PD, nesta

etapa os parametros estatisticamente nao significativos foram incorporados aos residuos.

Tabela 15: Analise de variancia do PD (2°%) para a concentracdo de GSH produzida por S.

cerevisiae em 48 h.

o Somade  Grausde Quadrado
Fonte de Variacao i . calculado  P-Valor
Quadrados Liberdade Meédio
Regresséo 15625,23 5 3125,05 9,94 0,00085
Residuos 3458,17 11 314,38
Total 19083,40 16

Porcentagem de variagéo explicada (R2) =81,9; Fs.1101 = 2,45
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A partir dos resultados da analise estatistica percebeu-se que, com exceg¢ao do termo
quadratico do pH e a interacao entre as variaveis, todas as variaveis foram significativas a um
nivel de confianca de 95%. O valor do Feacuado para regressao foi altamente significativo (p-valor
0,00085) e foi aproximadamente quatro vezes maior que Figpelado-

A variacao entre os coeficientes de regressdo com todos os parametros (modelo com
10 paréametros) e os coeficientes de regressdo sem os parametros estatisticamente néo
significativos (modelo com 6 parametros) foi pequena. Desta forma foi utilizado o modelo sem
0s parametros estatisticamente ndo significativos, que possuiu um percentual de variagao
explicado pelo modelo de 82% (R?). A equagdo 9 é o modelo codificado obtido que descreve as
superficies de resposta da concentracdo de GSH para o PD, onde X, = temperatura, X, = pHinicia
e X3 = concentragdo inicial de glicose.

Conc. GSH (mg/L) =76,6 — 13,7 . Xy + 14,7 . X;°= 15,2 . X, — 16,4 . X5 + 19,8 . X5° equac&o (9)

Os requisitos para a construgdo das superficies foram atendidos, desta forma estao
mostrados na Figura 9. Apesar disto, analisando esta figura, verificou-se que nas regides
estudadas de concentragdo inicial de glicose, temperatura e pHi,ca foram obtidas regides de
minimo para a concentragdo de GSH. Devido a este fato, fez-se necessario a realizagdo de
outro planejamento com o objetivo de otimizar as condi¢des de cultivo para a produgcédo de GSH

em frascos Erlenmeyer.

As superficies de resposta mostraram que provavelmente utilizando concentracao
inicial de glicose menor que 60 g/L, pHinca inferior a 6,0 e temperatura menor que 25°C obter-
se-ia maiores concentracbes de GSH. Porém analisando os pontos axiais referentes ao pH
(ensaios 11PD e 12PD) e o melhor resultado da concentragédo de GSH para os ensaios do PD,
pbdde-se concluir que o pH poderia ser fixado em 5,0 no préximo DCCR. Este fato também pode
ser verificado na Figura 9, onde mostra que a concentragdo de glutationa varia pouco com

mudangas no pH do meio.

Da mesma forma, a andlise dos pontos axiais da concentragdo inicial de glicose
(ensaios 13PD e 14PD) demonstrou que altas concentragdes de glicose inibiram a produgéo de
GSH pela levedura. Em relagao a temperatura, os melhores resultados de GSH foram obtidos

em temperaturas baixas (niveis inferiores).
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Em relacédo a analise estatistica dos resultados de concentragao celular (g/L) para 48 h
e 72 h de fermentagéo, todas as variaveis nao foram estatisticamente significativas a um nivel
de confianca de 95% (Tabelas 41 e 42 anexos). Os resultados desta analise para o PD néo
foram apresentados e considerados para a elaboracdo do segundo DCCR, no qual foram
avaliadas as influéncias da temperatura e da concentragao de glicose nas faixas de 20 a 30°C e
20 e 60 g/L, respectivamente.

5.1.3 Segundo Delineamento Composto Central Rotacional (SD)

Para otimizar a produgdo de GSH nos frascos Erlenmeyer foi necessario realizar o
segundo delineamento composto central rotacional (SD), sendo as variaveis estudadas,
concentracao inicial de glicose e temperatura. Os resultados de concentracao inicial de glicose
(g/L) e de pH durante as 72 h de fermentacdo estdo expressos na Tabela 43 (anexos). A
glicose, como nos outros dois delineamentos, foi totalmente consumida até 24 h de
fermentagao. O pH dos 12 ensaios apds 48 h variou de 4,91 a 6,02 e para 72 h variou de 5,00 a
6,56.

A Figura 10 e a Tabela 44 (anexos) mostram os valores de concentragao celular dos
ensaios do SD ao longo da fermentagéo. No ensaio 3SD feito a 21,5°C e 54,14 g/L de glicose
foi observada a maior concentracao celular (9,9 g/L) apds 72 h de incubacao. Nos ensaios 1SD,
2SD e 7SD feitos com as menores concentragdes de glicose (20 e 25,86 g/L), foram
observados os menores valores de concentracdo celular 6,9; 7,5 e 7,3 g/L, respectivamente. Na
Figura 10 péde-se constatar que até 24 h, na maioria dos ensaios, a levedura encontrava-se na
fase exponencial e apds este periodo na fase estacionaria de crescimento.

A variacado da concentracdo de GSH ao longo da fermentagédo pode ser visualizada na
Figura 11 e na Tabela 45 (anexos). No ensaio 5SD (20°C e 40 g/L de glicose) apds 72 h, foi
encontrada a maior concentracdo de GSH (154,5 mg/L). Nos ensaios 3SD e 8SD, também
foram conseguidas quantidades consideraveis de GSH, 146,2 e 144,8 mg/L, respectivamente.
Nos 12 ensaios a concentragdo de GSH variou de 103,7 a 154,5 mg/L ap6s 72 h de incubagéo.
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Figura 10: Acompanhamento da concentracéo celular (g/L) de S. cerevisiae durante o SD (22):

(a) ensaios 1 a 6 € (b) ensaios 7 a 12.
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Figura 11: Acompanhamento da concentracao de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae
durante o SD (2°): (a) ensaios 1 a 6 e (b) ensaios 7 a 12.

Na Tabela 16 sao apresentados os resultados de porcentagem de GSH e os fatores de
conversdo de substrato em produto (Ypss), substrato em célula (Yxs) e célula em produto (Yex)

para os ensaios do SD, calculados através das Equacdes 1 a 4.
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Tabela 16: Porcentagem de GSH produzida por S. cerevisiae e fatores de conversao para o
segundo delineamento composto central rotacional (SD) 22.

GSH (%) Fatores de conversao

Ensaio

24h 48h 72h Yeis Yyxs Yeix
(MYasH/giic)  (Jcs/Dgiic)  (MPgsh/Gesl)

1SD 1,1 1,7 1,7 4,45 0,26 16,80
2SD 1,2 1,4 1,5 4,24 0,29 14,62
3SD 0,7 1,5 1,5 2,61 0,18 14,38
4SD 1,1 1,3 1,1 1,81 0,18 10,18
5SD 0,7 1,3 1,7 3,86 0,23 16,96
6SD 1,1 1,3 1,1 2,69 0,23 11,50
7SD 1,7 1,7 1,6 5,83 0,36 16,04
8SD 1,0 1,5 1,2 1,89 0,16 12,10
9SD 1,2 1,5 1,4 3,14 0,22 14,07
10SD 1,2 1,6 1,5 3,18 0,21 14,56
11SD 1,2 1,5 1,5 3,12 0,22 14,23
12SD 1,2 1,5 1,4 3,08 0,22 14,01

Com respeito a porcentagem de GSH nas células, o maior valor foi de 1,7%
encontrado nos ensaios 1SD e 5SD para 72 h de fermentag&o. No ensaio 7SD (25°C e 20 g/L
de glicose) foram observados os maiores valores de conversdo de substrato em produto e
substrato em célula, 5,83 mgasr/9gic-€ 0,36 Qee/Tgic, respectivamente. Uma das explicagbes
pode estar no fato de que neste ensaio foi utilizada a menor concentragéo inicial de glicose. A
maior conversao de célula em produto foi de 16,96 mgasH/gesr NO ensaio 5SD (20°C e 40 g/L).
Desta forma no ensaio 5SD, foram observados os maiores valores de concentracao de GSH,
porcentagem de GSH e conversao de célula em produto.

Os resultados de produtividade celular e em GSH conversdo para o segundo
delineamento composto central rotacional (SD) estao expressos na Tabela 17.
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Tabela 17: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) conversao para o
segundo delineamento composto central rotacional (SD) 22.

Produtividade celular Produtividade em GSH
Ensaio (g/L.h) (mg/L.h)

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h

1SD 0,24 0,15 0,10 2,52 2,47 1,67
2SD 0,26 0,15 0,10 3,15 2,01 1,59
3SD 0,30 0,20 0,14 2,19 3,02 2,03
4SD 0,37 0,20 0,13 4,20 2,54 1,44
5SD 0,23 0,18 0,13 1,49 2,39 2,15
6SD 0,35 0,20 0,13 3,89 2,61 1,49
7SD 0,22 0,12 0,10 3,75 1,92 1,62
8SD 0,36 0,20 0,13 3,78 3,02 1,58
9SD 0,31 0,18 0,12 3,68 2,68 1,79
10SD 0,30 0,17 0,12 3,66 2,68 1,78
11SD 0,31 0,18 0,12 3,66 2,67 1,78
12SD 0,30 0,18 0,12 3,67 2,67 1,77

Para todos os ensaios as produtividades foram maiores em 24 h, sendo os valores
maximos de produtividade celular de 0,37 g/L.h e produtividade em GSH de 4,20 mg/L.h, ambas
obtidas no ensaio 4SD.

Avaliando-se as curvas da Figura 11 e os resultados expressos na Tabela 45 (anexos),
bem como os valores médios dos ensaios para 48 h (122,7 mg/L) e 72 h (124,1 mg/L), pdéde-se
verificar um pequeno aumento da concentracdo de GSH de 48 para 72 h de incubagdo. Como o
objetivo deste planejamento foi obter o modelo que descrevesse o comportamento da
concentracao de GSH em funcédo dos parametros estudados para os melhores resultados de
producéo de GSH, a analise estatistica dos ensaios do SD foi feita para 72 h de fermentacgéo.

Na Tabela 18 sao apresentados todos os resultados dos coeficientes de regressao e
desvio padrdo para a concentragdo de GSH do SD, sem excluir os termos nao significativos,
com 5% de significancia.
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Tabela 18: Coeficiente de regress&o e desvio padrao do SD (2%), para a concentragdo de
GSH produzida por S. cerevisiae em 72 h.

Coeficiente de

. Desvio Padrao t (6) p-valor
Regressao
Média* 128,15 2,02 63,35 0,000
(1) Temperatura (L) * -14,30 1,43 -10,00 0,000
Temperatura (Q) 0,96 1,60 0,60 0,512
(2) Conc. Glicose (L) 1,42 1,43 1,00 0,358
Conc. Glicose (Q) * -7,04 1,60 -4,40 0,004
1Lx2L* -9,22 2,02 -4,56 0,004

* fatores estatisticamente significativos (95% confianga)

O coeficiente de correlacao obtido para este planejamento foi de 0,9599. Através dos
dados da Tabela 18 pode-se verificar que as variaveis significativas a um nivel de confianca de
95% para os ensaios SD foram: temperatura (L), concentracdo de glicose (Q) e a interagédo
entre estas duas varidveis. A Tabela 19 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para o SD.
Da mesma forma que nos ensaios do PD os pardmetros estatisticamente nao significativos
foram eliminados e adicionados aos residuos. O novo coeficiente de correlagdo obtido foi
0,9508.

Tabela 19: Andlise de variancia do SD (2%) para a concentracdo de GSH produzida por S.

cerevisiae em 72 h.

Somados Grausde Quadrado

Fonte de Variacao Fcaiculado  P-valor
Quadrados Liberdade Médio

Regresséo 2326,09 3 775,36 51,56  0,00001

Residuos 120,30 8 15,04

Total 2446,35 11

Porcentagem de variagéo explicada (R%) = 95%; Fg0.1 = 2,92

A variagao entre os coeficientes de regressao com todos os parametros (modelo com 6
parametros) e o0s coeficientes de regressdo sem os parametros estatisticamente nao
significativos (modelo com 4 parametros) foi pequena. Desta forma optou-se por utilizar o

modelo sem os parametros estatisticamente nao significativos.
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A equacéao 10 é o modelo com as variaveis codificadas que representa a concentracao
de GSH em mg/L em funcdo da temperatura e da concentragao inicial de glicose nas faixas
estudadas do SD, onde X; = temperatura e X, = concentracao inicial de glicose.

Conc. de GSH (mg/L) = 128,91 — 14,30 . X; — 7,23 X52-9.2 . X, . %o equacao (10)

Este modelo foi validado pela analise de variancia apresentada na Tabela 19.
Verificou-se que a porcentagem de variacdo explicada pelo modelo foi adequada (R? 95%) e
Feacuado Para a regressao foi altamente significativo (p-valor 0,00001) e 17,6 vezes maior que

|:tabelado-

O modelo foi altamente significativo, sendo possivel construir as superficies de
respostas (Figura 12) e definir as regides de interesse. O desvio padréo para 0os ensaios nos
pontos centrais de temperatura e concentracdo inicial de glicose foi pequeno (+0,38) o que
comprova a repetibilidade do processo.

Verificou-se através da andlise da superficie de resposta e curvas de contorno da
Figura 12 (a) e (b), que as condigbes que provavelmente aumentarao a produgao de GSH sao
temperatura de 20°C e concentracao inicial de glicose entre 40 e 60 g/L.
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Figura 12: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) do SD (2%) para a concentragéo
de GSH produzida por S. cerevisiae como uma funcao da concentragao inicial de glicose e da

temperatura.
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A Tabela 20 apresenta os valores experimentais das concentracbées de GSH e os
valores previstos pelo modelo, que foram validados pela ANOVA, bem como os desvios e
desvios relativos para cada ensaio do SD, que foram calculados através das equacoes 5 e 6,

respectivamente.

Tabela 20: Concentracoes de GSH experimentais, previstas pelo modelo, desvios e desvios
relativos para o SD (2°) em 72 h.

Ensaio Conc. GSH Conc. GSH Desvio Desvio relativo
experimental (mg/L)  prevista (mg/L) (%)
1SD 120,0 126,8 -6,8 -5,67
2SD 114,4 116,6 -2,2 -1,92
3SD 146,2 145,2 1,0 0,68
4SD 103,7 98,1 5,6 5,40
5SD 154,5 149,2 5,3 3,43
6SD 107,6 108,7 -1,1 -1,02
7SD 116,5 114,4 2,1 1,80
8SD 113,6 114,4 -0,8 -0,70
9SD 128,8 128,9 -0,1 -0,08
10SD 128,2 128,9 -0,7 -0,55
11SD 128,1 128,9 -0,8 -0,62
12SD 127,5 128,9 -1,4 -1,10

Os dados da Tabela 20 mostraram que o0s desvios e 0s desvios relativos foram baixos
em todos os ensaios. Os desvios variaram de 0,1 a 6,8, enquanto que os desvios relativos
variaram de 0,08 a 5,67%. Os ensaios que foram constatados os maiores desvios e desvios
relativos (1SD, 4SD e 5SD) nao se encontravam nas regides em que a concentracao de GSH
foi maximizada, em temperaturas < 20°C e concentragao inicial de glicose = 40 g/L.

A Figura 13 apresenta os valores observados experimentalmente versus os valores
previstos pelo modelo para a concentracdo de GSH, observando-se boa concordancia entre
eles como era de se esperar pelo resultado da ANOVA.
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Figura 13: Valores experimentais versus valores previstos pelo modelo para a concentracao de
GSH no SD (22 em 72 h.

Apesar do melhor resultado do SD ser inferior ao obtido no PD, os valores médios de
concentracdo de GSH para 48 e 72 h foram maiores, 122,7 e 124,1 mg/L, respectivamente. Isto
mostrou que neste planejamento, nas faixas estudadas de temperatura e concentracao inicial
de glicose, foram obtidos resultados mais satisfatorios para a concentracao de GSH. Este fato
pode ser ratificado através das Figuras 9 e 12, nas quais se pode constatar que no PD foram
obtidas regides de concentracdo minima de GSH e ja o SD apresentou uma regidao de maximo
para a concentragdo de GSH. A analise estatistica dos dados de concentragao celular no SD foi
feita para 72 h de fermentacao.

Na Tabela 21 sdo apresentados todos os resultados dos coeficientes de regresséo e
desvio padrdo para a concentracao celular do SD, sem excluir os termos nao significativos, com
5% de significancia.

73



RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 21: Coeficiente de regresséo e desvio padréo do SD (2?), para a concentragao
celular de S. cerevisiae em 72 h.

Coeficiente de

. Desvio Padrao t (6) p-valor
Regressao
Média* 8,80 0,18 47,62 0,000
(1) Temperatura (L) 0,10 0,13 0,79 0,461
Temperatura (Q) 0,14 0,15 0,97 0,369
(2) Conc. Glicose (L)* 1,01 0,13 7,72 0,000
Conc. Glicose (Q) * -0,30 0,15 -2,05 0,086
1Lx2L -0,21 0,18 -1,18 0,303

* fatores estatisticamente significativos (95% confianga)

Os dados da Tabela 21 mostraram que as varidveis significativas a um nivel de

confianca de 90% para a concentragcao celular dos ensaios do SD foram: concentracao inicial

de glicose (L) e (Q). O coeficiente de correlacao obtido para este planejamento foi 0,9186. A

Tabela 22 apresenta a andlise de variancia (ANOVA) para o SD. Os parametros

estatisticamente ndo significativos foram eliminados e adicionados aos residuos. O novo

coeficiente de correlacao obtido foi 0,8802.

Tabela 22: Analise de variancia do SD (2°) para a concentracéo celular de S. cerevisiae em

72 h.
o Somados Grausde Quadrado
Fonte de Variacao i o calculado  P-Valor
Quadrados Liberdade Médio
Regresséo 8,87 2 4,44 34,15 0,00006
Residuos 1,21 9 0,13
Total 10,08 11

porcentagem de variagdo explicada (R2) = 88%:; F2.9.0,1 = 3,01

Na equagao 11 é mostrado o modelo com as variaveis codificadas que representa a

concentracao celular em fungé@o da concentragéo inicial de glicose nas faixas estudadas do SD,

onde X; = concentracao inicial de glicose.

Conc. Celular (g/L) = 8,92 —1,01. X; — 0,33 . X; 2
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Figura 14: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) do SD (2%) para a concentragéo

celular de S. cerevisiae como uma fungdo da concentragao inicial de glicose e da temperatura.

A andlise de variancia mostrada na Tabela 22 validou o modelo da equagédo 11. A
porcentagem de variagéo explicada pelo modelo foi de R®88% € 0 Feacuago Para a regressao foi

altamente significativo (p-valor 0,00006) e aproximadamente onze vezes maior que 0 Figpelado-
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Desta forma, foi possivel construir as superficies de resposta e curva de contorno, como

mostrado na Figura 14.

A variacao entre os coeficientes de regressdo com todos os parametros (modelo com
6) e sem os parametros estatisticamente nao significativos (modelo com 3) foi pequena, com

isso utilizou-se 0 modelo com os 3 parametros significativos.

Através da grande variagcdo dos resultados obtidos nos trés delineamentos
experimentais, verificou-se a importancia de estudar a influéncia das condi¢cdes de cultivo
durante os processos fermentativos. Zhang et al. (2007) citaram que a otimizagdo dos meios de
cultivo é importante nas pesquisas com fermentagao. As fontes de carbono e nitrogénio, sais
inorganicos, vitaminas e outros compostos podem influenciar o crescimento celular e 0 acumulo
de produtos metabdlicos nas células microbianas. A otimizagédo dos meios é a base para obter

altos rendimentos e economia nos processos biotecnoldgicos.

Nos sobrenadantes das amostras foram feitas determinagées de GSH, porém né&o foi
detectada em nenhuma amostra. Isto comprovou as verificagdes feitas por Rollini e Manzoni
(2006) que também nao encontraram GSH no sobrenadante das amostras, comprovando sua

natureza intracelular.

Comparando-se com os resultados de concentracdo celular e de GSH obtidos por
outros autores em frascos Erlenmeyer com a mesma cepa de S. cerevisiae e com outras, pode-
se afirmar que neste trabalho foram obtidos resultados satisfatorios. A maior concentracao de
GSH encontrada nos ensaios foi 168,9 mg/L e concentracao celular de 12,9 g/L.

Liu et al. (1999), estudando a otimizagdo do meio para a producdo de GSH com a
mesma cepa utilizada neste trabalho (ATCC 7754), obtiveram a concentragdo maxima de
124,93 mg/L. Wei et al. (2003b) com S. cerevisiae WSH-J701 apdés 32 h de cultivo a
concentracao de GSH foi de 64,7 mg/L. Wen et al. (2004) utilizando S. cerevisiae T65 avaliaram
a adicao de aminoacidos durante as fermentagdes e obtiveram o maximo de 153,2 mg/L. Zhang
et al. (2007) otimizaram o meio de cultivo para a S. cerevisiae T65 e obtiveram concentracao de
glutationa de 74,6 mg/L. Todos estes autores obtiveram concentracdes menores que a maxima
obtida neste estudo, sendo esta de 168,9 mg/L obtida no primeiro DCCR a 24°C, pH 5, 60 g/L
de glicose, 5% de in6culo e 300 rpm.
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Alguns autores estudando as condicbes de cultivo e adicdo de aminoacidos,
conseguiram concentracdes de GSH maiores. Cha et al. (2004), ap6s otimizar as condicoes de
cultivo para a producao de GSH, conseguiram concentragdo de 204 mg/L com S. cerevisiae FF-
8. Wang et al. (2007) utilizando uma cepa de S. cerevisiae G14 avaliaram a adi¢cdo de
aminoacidos e a maior concentracao foi de 530 mg/L na fermentagéo feita com 4 mM de cada
um dos trés aminoacidos, que compdem a GSH.

Wen et al. (2005) estudaram a otimizacdo da composicao de aminodacidos adicionados
durante a fermentagéo com S. cerevisiae T65 a porcentagem de GSH chegou a 1,836%. Rollini
e Manzoni (2006) com S. cerevisiae CBS 1171 obtiveram valores de porcentagem de GSH
entre 0,33 e 1,85%. Estes resultados também foram inferiores ao maximo obtido neste estudo,
2,1% no ensaio 3FF que foi conduzido a 26°C, 300 rpm, pH 5, 5% de in6culo e 70 g/L de
glicose.

O melhor resultado expresso em mgasi/ges Obtido por Fan et al. (2004) utilizando uma
cepa de S. cerevisiae modificada geneticamente foi 13,1 mggsr/gcs, €Nquanto Shimizu et al.
(1991), utilizando S. cerevisiae KY5711 obtiveram rendimento de GSH de 10 mggsn/Qee. Liu et
al. (2004) utilizaram S. cerevisiae de uma industria cervejeira e os maiores resultados foram de
= 10 mgasH/gea- Estes resultados de conversdo de célula em produto foram menores que o
observado no ensaio 3FF, 20,8 mggsH/9ca (26°C, 300 rpm, pH 5, 5% de in6culo e 70 g/L de
glicose).

Alfafara et al. (1992b) obtiveram 12-14 mgasn/gee €M ensaio no qual a concentra¢do de
cisteina foi mantida em 3 mM através de alimentagdo constante. Quando a alimentacdo de
cisteina foi feita em pontos isolados durante a fermentacao os resultados foram melhores que

com a alimentagéo constante (aproximadamente 22 mggesn/Jes)-

Dong et al. (2007) aplicando altas pressbes no cultivo de S. cerevisiae observaram
com pressao de 1,0 MPa por 6 h, a conversao de célula em produto de 108 mggsH/gcel € €ste
valor foi 68,8% maior em relagéo ao cultivo a pressao atmosférica.

Em relagdo a concentragao celular, o maior resultado foi de 12,9 g/L no ensaio 6PD.
Liu et al. (1999), Wei et al. (2003b), Wen et al. (2004), Cha et al. (2004) e Rollini e Manzoni
(2006) obtiveram concentrac¢des celulares de 9,45 g/L, 5,4 g/L, 9,4 g/L, 8,85 g/L e 10,5 ¢g/L,

respectivamente.
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A partir dos resultados dos trés delineamentos em frascos Erlenmeyer decidiu-se que
no fermentador de bancada as condicdes a serem utilizadas deveriam ser: temperatura de
20°C, concentracao inicial de glicose de 54 g/L, pHinicia 5 € concentragcao de indculo de 5%.

5.2 ENSAIOS EM FERMENTADOR DE BANCADA

Com base nos resultados observados nas fermentagdes para a produgdo de GSH nos
frascos Erlenmeyer, foram feitos ensaios no fermentador de bancada, com o objetivo de definir
as melhores condicbes de aeracgdo, agitacao, fonte de nitrogénio e a adicdo de aminoacidos
para este tipo de fermentador.

Na Figura 15 sdo mostrados os resultados de concentracdo de GSH, celular de S.
cerevisiae e de glicose do ensaio 1FB feito no fermentador de bancada. Na Tabela 46 (anexos)
além destes resultados é mostrado o acompanhamento do pH ao longo da fermentacao.
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Figura 15: Acompanhamento do ensaio 1FB (25°C, 40 g/L de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, com
peptona e sem adicdo de aminoéacidos) durante as 72 h de fermentacao por S. cerevisiae.
Resultados de: (+) concentracao celular (g/L), (®) concentracdo de glicose (g/L) e (m)

concentragao de GSH (mg/L).

Na Figura 15 pode-se verificar que a glicose foi consumida pela levedura até 16 h de
fermentagdo. O pH variou ao longo da fermentagdo, de 5,0 a 5,85. Em relagdo ao
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comportamento da levedura, conseguiu-se distinguir claramente as trés fases de crescimento: 0

a6 hafaselag, 6 a 18 h a fase exponencial e ap6s este periodo fase estacionaria.

A concentracao celular ap6s 36 h variou pouco de 7,91 a 8,89 g/L e o maior valor foi
observado em 70 h de fermentagédo. A concentracdo de GSH variou de 4,7 a 126,6 mg/L, com
seu maximo valor obtido em 56 h.

Os resultados de concentracdo de GSH, celular e de glicose do ensaio 2FB sao
mostrados na Figura 16 e na Tabela 47 (anexos). Nesta mesma tabela também séao
apresentados os valores de pH.
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Figura 16: Acompanhamento do ensaio 2FB (20°C, 54 g/L de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, com
peptona e sem adicdo de aminoéacidos) durante as 72 h de fermentacao por S. cerevisiae.
Resultados de: (+) concentracao celular (g/L), (¢) concentracdo de glicose (g/L) e (m)
concentracao de GSH (mg/L).

Como a concentracao inicial de glicose no ensaio 2FB foi maior que no ensaio 1FB, a
glicose foi totalmente consumida somente ap6s 28 h de fermentagdo. O pH minimo observado
durante a fermentacao foi de 4,33 e o maximo de 5,30. A concentracédo celular obtida neste
ensaio também foi maior (10,15 g/L em 70 h), bem como a concentracdo de GSH, 139,4 mg/L
apds 72 h de fermentacdo. A concentracao de GSH variou de 4,7 a 139,4 mg/L.
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O ensaio 1FB foi feito a 25°C e o ensaio 2FB foi 20°C, como indicou 0s ensaios nos
frascos Erlenmeyer para estimular a produgdo de GSH. A concentracdo de GSH aumentou de
126,6 mg/L (1FB) para 139,4 mg/L (2FB). Na Tabela 48 (anexos) e Figura 17 sdo mostrados os
resultados do ensaio 3FB.
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Figura 17: Acompanhamento do ensaio 3FB (20°C, 54 g/L de glicose, 300 rpm, 0,53 vvm, com
peptona e com adicdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentacao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracdo celular (g/L), (¢) concentragéo de glicose
(g/L) e (m) concentragao de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adi¢do de

aminodcidos.

Os resultados deste ensaio mostraram que a glicose foi consumida até 30 h de
fermentagéo. O pH variou de 4,05 a 4,61. A maior concentragao celular foi de 10,28 g/L, em 48
h de fermentagdo. Como eram esperados, devido a adicdo dos aminoacidos em 6 e 28 h de
fermentagéo, os resultados de concentracdo de GSH deste ensaio foram maiores que nos
ensaios anteriores no fermentador de bancada. Em 72 h de fermentagdo a concentracdo de
GSH foi de 167,6 mg/L.

Na Tabela 49 (anexos) e na Figura 18 sdo mostrados os resultados durante o ensaio
4FB. A glicose foi totalmente consumida entre 28 e 42,5 h, como nado foram tiradas amostras
neste periodo ndo se pbéde afirmar com precisdo com quanto tempo de fermentagédo a glicose
foi totalmente consumida.

80



RESULTADOS E DISCUSSAO

A variacado do pH nesta fermentagéo foi de 4,07 a 5,20. A maior concentracao celular
foi de 10,6 g/L ap6s 70 h de fermentacdo. Em relacdo a concentragcdo de GSH, o maior
resultado foi de 159,9 mg/L em 72 h.
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Figura 18: Acompanhamento do ensaio 4FB (20°C, 54 g/L de glicose, 400 rpm, 0,53 vvm, com
peptona e com adi¢gdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentacao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracdo celular (g/L), (®) concentracao de glicose
(g/L) e (m) concentragao de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adicao de

aminodcidos.

Na Figura 19 e Tabela 50 (anexos) podem ser visualizados os resultados do ensaio
5FB. O pH oscilou entre 4,11 e 5,13. A concentragao de glicose chegou a zero entre 30 e 43 h.
A maior concentracao celular foi de 10,72 g/L em 67 h. J& a maior concentracdo de GSH foi
observada em 72 h, sendo o valor de 175,4 mg/L.
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Figura 19: Acompanhamento do ensaio 5FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 0,53 vvm, com
peptona e com adi¢gdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentacao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracdo celular (g/L), (®) concentracao de glicose
(g/L) e (m) concentragao de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adigao de

aminodcidos.

Os ensaios 3FB, 4FB e 5FB foram feitos com o intuito de avaliar o efeito da agitacao
durante a fermentacdao em 300, 400 e 500 rpm. Os planejamentos feitos nos frascos Erlenmeyer
indicaram que a agitagcdo deveria ser aumentada para incrementar a concentragdo de GSH,
porém no “shaker” utilizado ndo era possivel aumentar a agitacdo acima de 300 rpm. Os
resultados destes trés ensaios indicaram que a agitacao influenciou a concentracdo de GSH,
sendo que o melhor resultado observado no ensaio com maior agitacao. Devido a este fato, nas
outras fermentagdes no fermentador de bancada, a agitagcao foi de 500 rpm.

A Tabela 51 (anexos) e Figura 20 apresentam os resultados do ensaio 6FB. A variagao
do pH foi de 3,84 a 5,03 e a maior concentragdo celular foi de 11,09 g/L em 67 h. Como
observado no ensaio 5FB a glicose foi totalmente consumida entre 30 e 43 h.
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Figura 20: Acompanhamento do ensaio 6FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, com
peptona e com adi¢gdo de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de fermentacao
por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracdo celular (g/L), (®) concentracao de glicose
(g/L) e (m) concentragao de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adi¢do de

aminodcidos.

A maior concentracdo de GSH foi de 167,8 mg/L apdés 72 h de fermentacdo. Este
ensaio foi feito para avaliar a influéncia da aeracdo na concentracdo de GSH e como os
resultados da concentragdo celular e de GSH foram semelhantes para os dois ensaios (5FB e

6FB), decidiu-se manter a aeracdo em 1,1 vvm nos proximos ensaios.

LIN et al. (2004) citaram que o oxigénio dissolvido € um fator limitante para o acimulo
de GSH na célula. Nas células de leveduras a sintese deste tripeptideo requer a participacao de
moléculas de ATP e altos niveis de OD sao favoraveis para a producao de ATP e a
regeneragao do ADP a ATP, favorecendo assim a produgéao de GSH.

Os resultados do ensaio 7FB podem ser observados na Tabela 52 (anexos) e na
Figura 21. Os ensaios 7FB e 8FB foram feitos com o objetivo de avaliar a fonte de nitrogénio na
producéo de GSH.
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Figura 21: Acompanhamento do ensaio 7FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, com
extrato de levedura e com adicao de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as 72 h de
fermentacao por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracao celular (g/L), (®) concentragao

de glicose (g/L) e (m) concentragdao de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a
adicao de aminoacidos.

O pH variou de 4,31 a 5,19 e a glicose foi totalmente consumida entre 20 e 22 h. A
maior concentrag@o celular foi encontrada no final da fermentagdo com valor de 19,19 g/L. A
concentracdo de GSH teve o seu maior valor em 68 h, 205,7 mg/L.

Os resultados do ensaio 8FB sao visualizados na Tabela 53 (anexos) e na Figura 22. O
pH oscilou entre 4,11 e 5,60. A glicose foi consumida entre 20 e 22 h e em 67 h de fermentagéao
foram obtidas as maiores concentracbes de células e de GSH, 15,05 g/L e 139,5 mg/L,
respectivamente. Nos ensaios 6FB, 7FB e 8FB foi variada a fonte de nitrogénio, peptona,
extrato de levedura e agua de maceracao de milho, respectivamente. Foi constatado que com o
extrato de levedura foi conseguida a maior concentragcao de GSH.
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Figura 22: Acompanhamento do ensaio 8FB (20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, com
agua de maceragao de milho e com adicao de aminoacidos nos tempos de 6 e 28 h) durante as
72 h de fermentagéo por S. cerevisiae. Resultados de: (+) concentracdo celular (g/L), (e)
concentracgao de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais
indicam a adicao de aminoécidos.

As maiores concentragdes celular e de GSH encontradas nos ensaios no fermentador
de bancada foram de 19,2 g/L e 205,7 mg/L, respectivamente. Ambos os resultados foram
observados no ensaio 7FB, que foi conduzido a 20°C, 54 g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, com
extrato de levedura e adicdo de aminoacidos.

A Tabela 23 apresenta os valores de porcentagem de GSH maximos obtidos durante
as fermentagbes no fermentador de bancada e os fatores de converséo, calculados atravées das
equacbes 1 a 4.
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Tabela 23: Porcentagem maxima de GSH e fatores de converséo para as fermentagdes no
fermentador de bancada (FB).

Fatores de conversao

Ensaio GSH (%)*

Yeis Yws Yeix
(Mmgash/dgiic)  (9cer/Dgiic)  (MPash/Yesr)
TFB 1,60 o5 2,51 0,22 11,50
2FB 1,38 (72) 2,49 0,19 13,36
3FB 1,70 (72 3,02 0,18 16,60
4FB 1514 2,92 0,20 14,90
5FB 1,67 (72) 3,25 0,19 16,70
6FB 1,52 (72 3,11 0,20 15,17
7FB 1,09 (72 3,03 0,36 8,54
8FB 0,93 7 2,37 0,28 8,53

* valor entre parénteses corresponde ao tempo de fermentagdo da maxima porcentagem GSH.

A méaxima porcentagem de GSH foi alcangada apds 72 h no ensaio 3FB (1,70%). No
ensaio 5FB foi observada a maior conversdo de célula em produto (16,70 mQgsn/Qeesr) €
substrato em produto (3,25 mgesn/gqi) € NO ensaio 7FB a maior conversdo de substrato em
célula (0,36 gee/giic)-

Nos ensaios 1FB, 2FB, 7FB e 8FB ocorreu crescimento celular plenamente associado
a producao de GSH, o que era esperado por se tratar de um produto intracelular. Porém nos
ensaios 3FB, 4FB, 5FB e 6FB foi observada producdo continua de GSH independente do
consumo de glicose e da fase de crescimento celular. Os melhores resultados de concentragao
de GSH foram alcangados durante a fase estacionaria. Este mesmo comportamento foi
observado por Izawa et al. (1995) e Suzuki et al. (1999).

A maioria dos resultados encontrados no fermentador de bancada neste trabalho foram
inferiores aos observados por outros autores. Na maior parte dos casos estes utilizaram
fermentacdo em batelada alimentada com adigcdo de aminoacidos, que indicou ser a estratégia
mais eficiente para incrementar as concentragbes de GSH. No ensaio 7FB (20°C, 54 g/L
glicose, 500 rpm, com adi¢do de aminoacidos, 1,1 vvm e extrato de levedura) foram observadas
as maiores concentragdes de GSH 205,7 mg/L e celular 19,2 g/L.

Lin et al. (2004) através de fermentagdo em batelada alimentada obtiveram 0,81 g/L de

GSH e concentragao celular de 105 g/L, utilizando S. cerevisiae ZJUS1. Wen et al. (2004),
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empregando S. cerevisiae T65 e cultivo de batelada alimentada sem adicdo de aminoacidos,
obtiveram 702,5 mg/L apds 42 h e no ensaio com adi¢cdo de aminoacidos 1875 mg/L ap6s 44 h
de fermentacdo. Wen et al. (2005), utilizando a mesma cepa de S. cerevisiae e fermentador de
5 L estudaram a adigcdo de aminoéacidos durante a fermentacdo. No ensaio sem a adicao de
aminoacidos foram produzidas 170,14 mg/L ap6s 24 de fermentacdo. Ja4 no ensaio com adigao
de aminoacidos em 6 e 12 h de fermentagéo, apds 24 h foram encontrados 329,3 mg/L.

Wen et al. (2006) maximizaram a producdo de GSH em fermentagcdo de batelada
alimentada através da adicdo de glicose e aminoacidos em fermentador de 5 L com S.
cerevisiae T65. A maior concentragao foi de 2190 mg/L apds 60 h de fermentagdo. Wang et al.
(2007) utilizando S. cerevisiae G14 em fermentador de 5 L no ensaio com adigdo dos
aminoacidos apos 32 h de fermentagao, a concentragdo maxima foi de 2020 mg/L ap6s 38 h de

cultivo.

A maior conversao de célula em produto foi alcangada no ensaio 5FB com valor de
16,7 mgasn/Qea- Liu et al. (2004) utilizaram fermentador de 15 L e S. cerevisiae de uma industria

cervejeira e a maior conversao de célula em produto foi de 18 mggsH/geel-

5.3 ENSAIOS COM APLICAGAO DE CAMPOS MAGNETICOS GERADOS POR BOBINA

A partir dos resultados obtidos anteriormente foram definidas as condigbes de cultivo
das fermentacbes com a aplicacdo de campos magnéticos gerados por bobina e por imas.
Nestas fermentagcdes as condi¢des de cultivo foram pHiniciar 5, 20°C, 54 g/L de glicose, 50 g/L de
extrato de levedura e com adicdo de aminoacidos. Utilizando a bobina para aplicar o CM a
agitacao foi de 200 rpm e com imas foi de 500 rpm. Esta diferenca se deu em fungéo do tipo de
equipamento utilizado para os dois tipos de fermentagao.

Nas fermentagdes com bobina as variaveis estudadas foram: o tempo de exposicao e a
inducdo magnética. Primeiramente, foram feitas trés fermentagdes controle (sem aplicacdo de
CM) com o objetivo de verificar como a aplicacdo de CM influenciou a produgédo de GSH e a

concentracao celular.
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5.3.1 Sem Aplicacao de Campos Magnéticos (controle)

A Tabela 54 (anexos) mostra os resultados de pH durante as fermentagdes controle.
Para 48 h o pH variou de 5,04 a 5,63 e para 72 h de fermentagédo de 4,62 a 4,71. PAde-se
observar através dos resultados que o comportamento do pH foi semelhante para todos os
experimentos. Na Tabela 24 estdo os resultados de concentracao celular (g/L) durante a

fermentagéo para os ensaios controle e a média destes valores.

Tabela 24: Concentracao celular (g/L) de S. cerevisiae dos ensaios controle em 72 h

Concentracao Celular (g/L)

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1 6,3 9,7 12,8
2 6,2 9,8 13,9
3 6,4 10,9 14,0
média 6,3+ 0,1 10,2+ 0,7 13,6 £0,7

* desvio padrao

Nas trés amostras (24, 48 e 72 h) o desvio padrao foi pequeno, mostrando que o
processo de fermentacao teve reprodutibilidade. Para avaliar, durante a fermentagéo, os efeitos
da aplicagdo dos CM em relagdo a concentracdo celular, os valores de referéncia utilizados
foram as médias das concentragbes dos ensaios controle para cada amostra de 24, 48 e 72 h
de fermentacao, sendo estes 6,3; 10,2 e 13,6 g/L, respectivamente.

Os resultados de concentragdo de GSH (mg/L) para os ensaios controle e a média
destes valores sdo apresentados na Tabela 25. Para 24, 48 e 72 h, as médias das
concentragdes foram de 33,8; 116,1 e 244,7 mg/L, respectivamente. Estes valores foram
usados como referéncia para avaliar a influéncia da aplicagdo dos CM durante as fermentacoes.
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Tabela 25: Concentracao de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae dos ensaios controle

em72h
. Glutationa (mg/L)
Ensaio

24 h 48 h 72 h
1 31,2 110,4 238,9
2 37,5 120,8 248,2
3 32,8 116,9 247,0

média 33,813,2 116,115,3 2447450

* desvio padrao

5.3.2 Com Aplicacao de Campos Magnéticos Gerados por Bobina

As variaveis utilizadas no delineamento fatorial completo com aplicacdo do CM (DCM),
0s seus niveis reais e codificados e a matriz dos ensaios realizados sdo apresentados na
Tabela 7. Na Tabela 55 (anexos) estdao apresentados os resultados de pH e concentracado de
GSH dos ensaios do DCM. Para 72 h de fermentagéao o pH dos ensaios variou de 5,03 a 7,15 e
para 48 h variou de 4,84 a 5,22.

Na Tabela 26 estdo expressos os valores de concentracdo celular e porcentagem de
diferengca da concentragdo celular (PDC) com a aplicagdo de CM em relagdo aos ensaios
controle durante 72 h de fermentacdo. O valor médio da concentracdo celular dos ensaios
controle foi de 13,6 g/L. Através da equagao 7 foram calculados os valores de PDC.

A concentragao celular variou de 12,4 a 145g/Lem 48 he 14,8 a 16,3 g/L em 72 h de
fermentagédo. O ensaio 3DCM apresentou a maior concentragao celular (16,3 g/L) seguido do
ensaio 1DCM (16,1 g/L). Nestes dois ensaios foram aplicados 25 mT por um tempo 16 e 8 h,

respectivamente.
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Tabela 26: Concentracao celular (g/L) de S. cerevisiae e porcentagem de diferenca de
concentracao celular (PDC) para os tempos de 24, 48 e 72 h do delineamento fatorial completo
com aplicacao do CM.

] Conc. Celular (g/L) PDC (%)*
Ensaio
24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
1DCM 7.0 12,4 16,1 +10,6 + 22,0 +18,5
2DCM 7,5 13,4 14,9 +19,0 + 31,3 +9,4

3DCM 7.8 14,5 16,3 + 23,3 + 421 + 19,6
4DCM 8,9 13,4 15,0 +41.4 +31,5 +10,2

5DCM 7.2 13,0 14,8 + 145 + 27,4 +9,2
6DCM 8,2 13,0 14,8 + 29,5 + 27,3 + 8,5
7DCM 8,4 13,0 14,8 + 33,3 +27,3 +8,6

* (+) efeito estimulante e (-) efeito inibitorio

Através dos resultados péde-se verificar que, nas faixas de indugdo magnética e tempo
de aplicagcdao dos CM, houve um incremento da concentragao celular a partir de 24 h para todos
0S ensaios, e este ganho de acordo com o tempo de fermentagao variou de 8,5 a 42,1%. Apos
48 h de fermentagdo os valores de PDC diminuiram em todos os ensaios, 0 que pode ter
ocorrido devido aos CM. Porém, até 72 h de fermentagao, pode-se afirmar que, nas condigbes
estudadas, ndo houve inibigdo do crescimento celular devido a aplicagdo dos CM.

A Figura 23 mostra os resultados de concentragdo de GSH nos ensaios do DCM. Os
ensaios 5DCM, 6DCM e 7DCM séao os pontos centrais, que nesta figura foram representados
pelo valor médio destes trés ensaios.

A concentracdo de GSH variou de 153,3 a 222,1 mg/L apds 48 h e 231,7 a 340,0 mg/L
para 72 h de fermentacdo. O maior valor (340,0 mg/L) foi observado no ensaio 3DCM, no qual
foram aplicados 25,0 mT por 16 h. Ao final da fermentacdo foi observado que nos ensaios
2DCM, 5DCM, 6DCM e 7DCM ocorreu um efeito inibitério, ou seja, as concentracées de GSH
observadas foram menores que no ensaio controle. Entretanto para os ensaios 1DCM, 3DCM e
4DCM as concentragbes de GSH foram maiores que no ensaio controle, portanto a aplicagao
do CM estimulou a produgao de GSH.
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Figura 23: Concentracdo de GSH (mg/L) produzida por S. cerevisiae durante 0 DCM (a) ensaios
com efeito estimulante (1, 3 e 4) e (b) ensaios com efeito inibitorio (2 e pontos centrais) para 72

h de fermentacao em relagdo ao ensaio controle.
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Mehedintu e Berg (1997) citaram que quando as curvas de concentracao celular do
ensaio controle e dos ensaios com aplicacdo de campos se cruzam, ou seja, ha uma
interseccao, é observada uma “janela eletromagnética” negativa, que sugere dependéncia do
tempo de exposicao. Ou seja, a concentracdo no ensaio com CM sera menor que no ensaio

controle.

As curvas dos pontos centrais e do ensaio 2DCM se cruzaram, o que indicou que
nestes ensaios foram encontradas duas “janelas eletromagnéticas” negativas. As condicdes
destes ensaios foram 29,6 mT por 12 h e 34,3 mT por 8 h. Na Tabela 27 s&do mostrados os
valores de porcentagem de diferenca da concentracdo de GSH com a aplicagdo de CM em
relagcao aos ensaios controle (PDG), calculados de acordo com a equagéo 8.

Tabela 27: Porcentagem de diferenga de concentragédo de GSH (PDG) produzida por S.
cerevisiae para os tempos de 24, 48 e 72 h do delineamento fatorial completo com aplicagao do

CM (DCM).
) PDG (%)*
Ensaio
24 h 48 h 72 h
1DCM + 51,1 +715 +21.,8
2DCM +0,1 + 32,1 -0,9

3DCM + 95,7 +91,3 +39,0
4DCM +103,4 +75,4 +10,7

5DCM +52,9 + 54,6 -4,7
6DCM +100,0 +41,3 -3,5
7DCM +91,9 +42,3 -5,3

* (+) efeito estimulante e (-) efeito inibitério

Até 48 h de fermentacao para todos os ensaios foram observados efeitos estimulantes
devido a acao dos CM, para a concentracao de GSH, em relacdo aos ensaios controle. Porém,
apos 72 h, foram encontradas concentracbes de GSH menores que no controle, porém dentro
da faixa de erro experimental para este tipo de fermentagdo. Como constatado, para a
concentracdo celular (PDC), ap6s 48 h de fermentacdo os valores de PDG diminuiram

sugerindo que o CM acelerou a fermentagao no inicio.
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A Tabela 28 mostra os valores de porcentagem de GSH e fatores de conversao de
substrato em produto, substrato em célula e célula em produto, calculados através das
equacoes 1 a 4. Considerando a porcentagem de GSH, o maior valor foi de 2,1% no ensaio
3DCM. Pdode-se verificar que nao houve ganho significativo nos ensaios DCM em relagéo ao

ensaio controle e em alguns ensaios as concentragdes de GSH foram menores.

Tabela 28: Porcentagem de GSH e fatores de converséao para o delineamento fatorial
completo com aplicagcdo do CM (DCM) e para o ensaio controle.

_ GSH (%) Fatores de conversao
Ensalo 24h  48h 72h Yers Yxs Yeix
(MgesH/dgic)  (9ea'9giic)  (MPas/Geer)
controle 0,5 1,1 1,8 4,41 0,25 17,54
1DCM 0,7 1,6 1,8 5,44 0,30 18,26
2DCM 0,5 1,1 1,6 4,39 0,27 16,00
3DCM 0,9 1,5 2,1 6,19 0,30 20,62
4DCM 0,8 1,5 1,8 4,90 0,28 17,70
5DCM 0,7 1,4 1,6 4,23 0,27 15,42
6DCM 0,8 1,3 1,6 4,26 0,27 15,62
7DCM 0,8 1,3 1,6 4,18 0,27 15,33

No ensaio 3DCM (25,0 mT, 16 h) foram observados os trés maiores fatores de
conversao de substrato em produto, substrato em célula e célula em produto, sendo estes, 6,19
MgasH/Jgic; 0,30 Jeel/Igic € 20,62 MQash/Jesl, respectivamente. No ensaio 1DCM a conversdo de
substrato em célula também alcangou valor de 0,30 ges/Qgiic-

A andlise estatistica para os dados de concentracao celular foi feita no tempo de 48 h,
pois para todos os ensaios foi observado que apds este tempo de fermentacdo ocorreu
diminuicao do valor de PDC. Os resultados dos coeficientes de regressdo e desvio padrao dos
ensaios do DCM, sem excluir os termos nao significativos, com 10% de significancia, estao
apresentados na Tabela 29. O coeficiente de correlagao obtido foi de 0,8627.

As variaveis significativas a um nivel de confianga de 90% para a concentragao celular
em 48 h foram o tempo de aplicacdo do CM e a interagéo entre 0 tempo e a indugéao.
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Tabela 29: Coeficiente de regressao e desvio padrao do DCM para a concentracao celular

em 48 h.

Coeficiente de Desvio
. . t (3) p-valor

Regressao Padrao
Média* 13,24 0,13 104,43 0,0000
Indugéo -0,34 0,17 -0,20 0,8504
Tempo* 0,52 0,17 3,10 0,0533
Interacéo (inducao x tempo)* -0,51 0,17 -3,03 0,0561

* fatores estatisticamente significativos (90% confianga)

A Tabela 30 apresenta a ANOVA para o DCM, onde os parametros nao significativos
foram eliminados e adicionados aos residuos. O novo coeficiente de correlagdo obtido foi
0,8608.

Tabela 30: Andlise de variancia do DCM para a concentragao celular em 48 h.

Somados Grausde Quadrado

Fonte de Variagao Quadrados Liberdade Médio Foslcutaso  P-valor
Regressao 2,12 2 1,06 13,25 0,02
Residuos 0,34 4 0,08

Total 2,46 6

% variagao explicada (R?) = 86%; Fau0.4 = 4,32

A equacgéao 12 é o modelo com as variaveis codificadas que representa a concentragao
celular em funcdo do tempo de aplicacdo e da indugdo magnética, nas faixas estudadas do
DCM, onde X, = tempo de aplicagdo do CM e X, = indugao magnética.

Conc. Celular (g/L) = 13,24 + 0,52. X; = 0,51 . X;. X, equacao (12)

Este modelo foi validado através da ANOVA (Tabela 30), 0 Fcacuado para a regressao foi
significativo (p-valor 0,02) e trés vezes maior que 0 Fipendo- A variagdo entre os coeficientes de
regressao com todos os parametros (modelo com 4) e sem os parametros estatisticamente nao
significativos (modelo com 3) foi pequena, com isso utilizou-se 0 modelo com os 3 parametros
significativos. Este modelo apresentou variagdo explicada de 86%. A Figura 24 mostra as
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superficies de resposta e curva de contorno da concentragcéo celular para 48 h de fermentagéao
com aplicacao de CM.
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Figura 24: Superficie de resposta (a) e curvas de contorno (b) do DCM para a concentracao

celular como funcao do tempo de aplicagéo e da indu¢dao do CM.
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Os valores de PDG ap6s 48 h diminuiram em todos os ensaios (Tabela 27), indicando
que a aplicacao de CM teve efeito estimulante maior na concentragcdo de GSH para 48 h de
fermentacao. O valor do desvio padrdo para os pontos centrais foi de * 8,6. A anadlise estatistica
foi feita com apenas 75% de confianga, o que se considerou valor relativamente baixo. A
obtencdo da curvatura dos dados, através da andlise estatistica da producdao de GSH,
demonstrou que deveriam ter sido feitos os pontos axiais para obter melhores resultados, pois
um modelo quadratico adequar-se-ia melhor aos valores experimentais. Porém, devido a
problemas operacionais (limitagdo do equipamento), ndo foi possivel fazer os pontos axiais do
DCM. Na Tabela 31 sdo mostrados os coeficientes de regressdo e desvio padrdo dos ensaios
do DCM, sem excluir os termos n&o significativos.

Tabela 31: Coeficiente de regressao e desvio padrao do DCM para a concentragao de GSH
produzida por S. cerevisiae em 48 h.

Coeficiente de Desvio
. . t(3) p-valor

Regressao Padrao
Média* 183,85 7,60 24,19 0,0001
Inducao* -16,06 10,05 -1,60 0,2085
Tempo* 18,33 10,05 1,82 0,1657
Interagéo (indugéo x tempo) 6,81 10,05 0,68 0,5465

* fatores estatisticamente significativos (75% confianga)

As variaveis significativas com 75% de confianga foram o tempo de aplicagao do CM e
a indugdo magnética. O coeficiente de correlagao obtido foi de 0,6787. A Tabela 32 apresenta a
andlise de variancia (ANOVA), onde os parametros estatisticamente nao significativos foram
eliminados e adicionados aos residuos. O novo coeficiente de correlacao obtido foi de 0,6295.

Tabela 32: Andlise de variancia do DCM para a concentragéao de GSH em 48 h.

Somados Grausde Quadrado

Fonte de Variacao o Fealculado  P-valor
Quadrados Liberdade Médio

Regressao 3376,56 2 1188,28 3,40 0,14

Residuos 1398,99 4 349,75

Total 3775,56 6

% variagao explicada (RZ) = 63%; F2.4:025 = 2,0
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Os resultados da ANOVA mostraram que 0 Fcacuado fOi @apenas 1,7 vezes maior que o
Fiabelado € 0 valor de Fgacuado para a regressao nao foi significativo (p-valor 0,14). Como a
porcentagem de variagao explicada pelo modelo foi baixa (63%) e a relagdo entre 0 Feacyiado € O
Fiabelado NA0 foi pelo menos duas vezes maior, ndo foi recomendado obter modelo para os
resultados de concentracdo de GSH com a aplicagcdo do CM. O que se pdde concluir deste
planejamento foi que a indugdo pareceu apresentar efeito negativo e o tempo efeito positivo,
mostrando que para aumentarmos a concentracdo de GSH deveriamos aumentar o tempo de

exposicao ao CM, bem como diminuir os niveis de indugdo magnética.

5.4 ENSAIOS COM APLICACAO DE CAMPOS MAGNETICOS GERADOS POR iMAS

Apoés a realizagdo das fermentagdes com aplicagdo de CM com bobina foram feitas
fermentagdes com aplicagao de CM gerados por imas. Para tal, o meio de cultura foi circulado
através de trés pares de imas dispostos de forma a gerar trés pulsos de onda quadrada com os
quais a intensidade dos CM chegou ao maximo de 20 mT, sendo testados o tempo de aplicagao
nas primeiras 24, 48 e 72 h de cultivo.
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Figura 25: Fermentacéao controle (sem aplicacao de CM) para a producédo de GSH por S.
cerevisiae: (+) concentracao celular (g/L), (®) concentragéo de glicose (g/L) e (m) concentragao

de GSH (mg/L). As linhas tracejadas verticais indicam a adicao de aminoacidos.
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A Tabela 56 (anexos) e a Figura 25 apresentam os resultados obtidos durante a
fermentacao controle, sem aplicacdo de CM, mas com circulagdo do meio de cultura através da
bomba peristaltica. O pH apds 72 h chegou a 6,52 e a sua variagdo ao longo da fermentacao foi
entre 4,44 e 6,52. A glicose foi consumida pela levedura até 24 h de fermentagcédo, a maxima
concentracao celular foi de 19,0 g/L, alcancada apés 72 h e a concentragcdo maxima de GSH foi
205,8 mg/L em 68 h de fermentacdo. Estes dois valores foram utilizados como referéncia para
comparagao com 0s ensaios com aplicagao de CM.

No primeiro ensaio, a aplicagdo do CM ocorreu de 0 a 24 h de fermentagédo. Os
resultados observados durante esta fermentacao estdo apresentados na Tabela 57 (anexos) e
Figura 26. Nestas condigbes a glicose foi consumida até 22 h e o pH final foi de 5,44, porém
sua variagao ao longo da fermentacao foi de 4,22 a 5,66. A concentragao celular maxima foi de
18,6 g/L apds 70 h e a maxima concentragdo de GSH em 72 h foi de 245,7 mg/L.
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Figura 26: Ensaio com aplicacéo de 24 h de CM para a producao de GSH por S. cerevisiae: (+)
concentracao celular (g/L), (*) concentragao de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

As linhas tracejadas verticais indicam a adigdo de aminoécidos.

No segundo ensaio a aplicagdo do CM foi feita de 0 a 48 h. O pH deste ensaio em 72 h
foi de 5,59 e variou de 4,38 a 5,59. Nestas condigbes a glicose foi consumida até 21 h e a
maxima concentragao celular obtida entre 69-70 h foi 18,8 g/L. A maior concentragédo de GSH
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foi de 259,9 g/L apds 72 h de fermentacao. Estes resultados podem ser visualizados na Tabela
58 (anexos) e Figura 27.
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Figura 27: Ensaio com aplicacdo de 48 h de CM para a producao de GSH por S. cerevisiae: (+)
concentracao celular (g/L), (¢) concentracao de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).

As linhas tracejadas verticais indicam a adigdo de aminoécidos.

A Tabela 59 (anexos) e a Figura 28 mostram os resultados do ensaio com aplicacao de
72 de CM. Pbde-se constatar que o pH variou de 4,33 a 6,02, sendo este ultimo o valor obtido a
72 h. A glicose foi consumida até 26 h de fermentacdo e em 72 h foi conseguida a maior
concentracao celular (19,5 g/L). A maior concentracao de GSH foi de 271,9 mg/L apés 70 h.
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Figura 28: Ensaio com aplicagdo de 72 h de CM para a producao de GSH por S. cerevisiae: (+)
concentracao celular (g/L), (¢) concentracao de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).

As linhas tracejadas verticais indicam a adigcdo de aminoé&cidos.

Através das equacgdes 7 e 8 foram calculados os valores PDC e PDG para os ensaios
com CM, sendo utilizados os maiores valores de concentragdo celular e de GSH para cada
ensaio. Estes resultados estdao apresentados na Tabela 33.

Tabela 33: Resultados de PDC e PDG para 72 h de fermentagéo.

. Concentracao
Ensaio PDC (%)* GSH (mg/L) PDG (%)*
celular (g/L)
Controle 19,0 - 205,8 -
24 h de CM 18,6 -2,11 2457 +19,4
48 h de CM 18,8 - 1,05 259,9 + 26,3
72 h de CM 19,5 + 2,63 271,9 + 32,1

* (+) efeito estimulante e (-) efeito inibitério

Em relacdo a concentragdo celular somente com 72 h de aplicagdo do CM foi
observado um pequeno efeito estimulante em relagdo ao ensaio controle. Com 24 e 48 h de
aplicacao do CM os valores de PDC foram pequenos e podem ser devido aos erros inerentes
ao processo, podendo-se dizer que a aplicacdo de CM apresentou efeito nulo em relacao a

concentracao celular. Entretanto, para a concentragcdo de GSH em todos os ensaios foram
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observados efeitos estimulantes que variaram de 19,4 a 32,1%., sendo este maior valor foi
alcancado com a aplicagdo do CM durante toda a fermentagéo (72 h).

A Tabela 34 mostra os valores de porcentagem de GSH e os fatores de conversao de
substrato em produto, substrato em célula e célula e produto, calculados através das equacdes
1ad4.

Tabela 34: Porcentagem de GSH produzida por S. cerevisiae e fatores de conversao para
0s ensaios com aplicacao de CM e o ensaio controle apés 72 h

GSH Fatores de conversao
Ensaio
(OA’) YP/S YX/S YP/X
(Mggsh/Gaiic)  (Ieel/Daiic)  (MPash/Yeer)

Controle 1,0 3,43 0,35 9,81
24 hde CM 1,3 4,48 0,33 13,46
48 h de CM 1,4 4,75 0,34 14,00
72 hde CM 1,4 4,88 0,36 13,62

Em relagdo a porcentagem de GSH na célula, péde-se verificar que houve aumento
nos ensaios com aplicacdo do CM em relagdo ao ensaio controle. Porém, para o fator de
conversao de substrato em célula ndo houve diferenca entre os valores. No que diz respeito a
conversao de substrato em produto e célula em produto os valores foram maiores com a
aplicagcdo do CM, chegando a 4,88 mggsh/dgic para 72 h de CM e 14,00 mgasn/ges para 48 h de
CM, respectivamente.

A vantagem da aplicagcdo de CM com o uso de imas é o reciclo celular, pois este
sistema facilita o “scale-up”. Alvarez et al (2006) citaram que sdo varios os dispositivos
desenvolvidos para a aplicagdo de CM em processos fermentativos, mas estes apresentam
dificuldades para fazer o “scale-up”, devido a seus elevados custos, uma vez que foram
produzidos para cobrir a totalidade ou grande parte do fermentador. A vantagem do uso de
imas é a flexibilidade para controlar o tempo de exposi¢ao, pois 0os imas atuam somente sobre
0 meio que é reciclado independente do tamanho do fermentador. Desta forma, a construgao de
grandes magnetizadores pode ser evitada.

Nenhum trabalho relatou a aplicaggdo de CM durante a produgdo de GSH por
fermentacao, desta forma nao foi possivel fazer comparagdes com dados bibliogréaficos. A maior
101



RESULTADOS E DISCUSSAO

concentracdo de GSH com aplicacdo de CM foi de 340,0 mg/L obtida apés 72 h de
fermentacao, quando utilizada uma bobina para produzir os campos com indu¢ao de 25 mT por
16 h. A porcentagem de diferenca da concentracao de GSH em relacdo ao ensaio controle foi
de 39 % (efeito estimulante). Neste mesmo ensaio em 48 h de fermentagéo, a concentragéo de
GSH chegou a 222,1 mg/L e isto representou incremento de 91,3%.

O maior efeito estimulante da concentracado celular foi obtido com campos gerados
com bobina, com valor de 42,1%, em relagéo ao ensaio controle sem aplicacdo de CM. Alguns
autores relataram a aplicagdo de CM em cultivos com S. cerevisiae. A influéncia da aplicagao
de CM de 1,5 T por 15 h no crescimento de S. cerevisiae ATCC 7752 foi avaliada por Malko et
al. (1994). Comparando os resultados com e sem a aplicacdo de CM, foi observado que nao
houve uma grande diferenca estatistica entre os ensaios, ou seja, a aplicagcdo do CMde 1,5 T

ndo aumentou a concentracéo celular.

Pichko e Povalyaeva (1996) obtiveram aumento de 12% na concentragao celular de S.
cerevisiae Xll utilizando um dispositivo comercial gerador de CM (0,1 T e 40 min). Mehedintu e
Berg (1997) observaram inibicdo de 16% utilizando 0,2 mT e 10 h de aplicagdo e estimulo de
25% com 0,5 mT e 10 h. Motta et al. (2001) constataram o aumento de 1,84% no crescimento
celular da S. cerevisiae DAUFPE-1012, quando aplicado CM de 220 mT através de imas. Nos
ensaios feitos por Zapata et al. (2002) o ensaio que proporcionou a maior concentragcao celular
foi 30 s, 100 kHz e 2 uT. Nestas condi¢des as concentra¢des foram 30% maiores que no cultivo

controle.

Motta et al. (2004) avaliaram a aplicacao de CM estéaticos (220 mT por 24 h) gerados
por imas durante o cultivo de S. cerevisiae DAUFPE-1012; a producao de biomassa foi 3,0
vezes maior. Ruiz-Gémez et al. (2004) observaram o comportamento da S. cerevisiae WS8105-
1C quando exposta a CM de 0,35 ou 2,45 mT e tempo de exposi¢cao de 24 ou 72 h, ndo houve
alteracdes no crescimento celular. Zapata et al. (2005) utilizando aplicagdo de CM de 25 uT
antes de iniciar a fermentagdo com leveduras comerciais de panificacdo (S. cerevisiae),
conseguiram aumento de 14,4%. Novék et al. (2007), aplicando CM de 10 mT por 60 min no
cultivo de S. cerevisiae CCY 21-4-59, observaram efeitos inibitérios tanto nos experimentos

feitos em placas de petri com agar, como em meio liquido em frascos Erlenmeyer.

Os resultados obtidos neste trabalho foram importantes e demonstraram que os CM

influenciaram o crescimento celular da levedura S. cerevisiae.
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Novaék et al. (2007) concluiram que as bactérias sdo mais sensiveis a aplicagdo de CM
do que as leveduras. Na maioria dos trabalhos com bactérias sdo observados efeitos inibitorios.

A contradicao observada nos trabalhos com aplicacdo de CM estéa relacionada com o
numero de parametros que influenciam os ensaios: intensidade do CM, freqiiéncia, tempo de
exposicao, tipo de célula, temperatura e estado bioldégico das células. A discordancia dos
resultados pode ser explicada através das diferentes condicbes de producdo dos CM, bem
como o controle de todos os parametros acima citados.

A GSH é um poderoso antioxidante encontrado em todas as células, sendo sua
principal fungdo atuar como antioxidante contra os efeitos dos radicais livres e outros
compostos oxidantes. Fojt et al. (2004) e Strasak et al. (2004) citaram que durante a aplicagao
de CM pode ocorrer a formagao de radicais livres. Isto pode ser uma das explicacdes para os
efeitos estimulantes observados principalmente até 48 h de fermentagdo em relagdo a
concentracdo de GSH, quando aplicados CM por bobina e até 72 h de fermentagdo com CM
gerados com imas. A aplicacao dos CM gerou radicais livres na levedura e esta reagiu ativando
seus mecanismos de defesa, como por exemplo a producao de GSH.

Nie et al. (2005) citaram que a sintese de GSH é essencial para o crescimento celular
em condicdes de estresse, se a levedura for submetida a tais condicées a producdao de GSH
deve aumentar. Segundo Blank (1993) a aplicacdo de CM é interpretada como um estresse

pela célula e o sistema responde através dos mesmos mecanismos.

A maior concentragcdo de GSH obtida com o meio YM apdés 72 h de incubagao nos
frascos Erlenmeyer foi de 40,3 mg/L e a concentragcao celular de 3,9 g/L. A producédo de GSH
foi dividida em quatro etapas: fermentacdes em frascos Erlenmeyer, em fermentador de
bancada, em fermentador com aplicacdo de CM com o uso de bobina e em fermentador de
bancada com aplicagdo de CM com uso de imas. Os melhores resultados de producao de GSH
obtidos nestas quatro etapas foram 168,9 mg/L, 205,7 mg/L, 340,0 mg/L e 271,9 mg/L,
respectivamente. Em relagdo a concentragdo celular, as maiores concentragées nas quatro
etapas foram 12,9 g/L. 19,2 ¢g/L, 16,3 g/L e 19,5 g/L.

Através da equagado 11 foram calculadas as porcentagens de diferenga entre a
concentracao de GSH nestes ensaios em relacdo ao ensaio com meio YM, sendo as diferencas
de porcentagem de GSH nas quatro etapas de 319,1; 410,4; 743,7 € 544,7%. Com a equagao
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10 foram calculadas as porcentagens de diferenca entre a concentracao celular nestes ensaios
em relagdo ao ensaio com meio YM e os resultados foram 230,8; 393,3; 317,9 e 400% maiores

que no meio YM.

Este estudo mostrou que as condi¢des para producdo de GSH sao de fundamental
importancia, pois as variagées de concentracao obtidas nas quatro etapas foram grandes, pois
a levedura utilizada foi a mesma. Portanto, deve-se ter atencdo ao tipo de fermentador,
agitacao, aeracgao, concentracdo de nutrientes, concentragcdo de inéculo, pHinca, Mmodo de

aplicacéo dos CM e adi¢cao de aminoacidos.

Wen et al. (2004 e 2006) relataram que a GSH encontra-se no interior das células das
leveduras; desta forma, o aumento da producdo pode ocorrer de duas formas: aumentando
amplamente a concentragao celular obtida ou promovendo o0 aumento do conteudo intracelular.
Neste trabalho foram aplicadas as duas formas, tanto aumentando o conteudo intracelular
através da aplicacdo dos CM e da adi¢do dos aminoacidos, como aumentando a concentragao
celular através do estudo das condigdes de cultivo e também da aplicagédo dos CM.
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6. CONCLUSOES

A otimizacdo da producédo de glutationa em frascos Erlenmeyer por Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754 nao foi conseguida, porém foi obtida uma regido de étimo, na qual foi
obtido um modelo com o percentual de variagdo explicado de 95% e as melhores condigcbes
para a producdo de GSH em frascos Erlenmeyer foram: temperatura 20°C, pH 5, agitagéo de
300 rpm, 5% de in6culo e 54 g/L de concentragao inicial de glicose. A maior concentragcao de
GSH foi de 168,9 mg/L (48 h de fermentacao), no ensaio a 24°C, 300 rpm, pH 5, 60 g/L de
glicose e 5% de in6culo. Em relacdo a concentragao celular, o maior valor (12,9 g/L) foi obtido
no ensaio a 28°C, 300 rpm, pH 5, 80 g/L de glicose e 5% de inéculo e a maior porcentagem de
GSH foi 2,1%.

No fermentador de bancada os melhores resultados foram observados utilizando-se:
20°C, 500 rpm, 54 g/L de glicose, 1,1 vwm de aeracao, com adicdo de aminoacidos durante a
fermentacao e extrato de levedura como fonte de nitrogénio. Nestas condi¢cbes foi obtida apés
68 h a maior concentragao celular (19,2 g/L) e apdés 72 h a maior concentracao de GSH (205,7

mg/L);

A aplicagdo dos campos magnéticos gerados, por uma bobina ou por imas, afetou a
producdo de GSH e de biomassa durante as fermentagbes, sendo conseguidos efeitos
estimulantes, inibitérios ou nulos dependendo da indugdo magnética e do tempo de exposigao
aos campos magnéticos.

Com o uso de bobina a méxima concentragado celular foi 16,3 g/L quando foram
aplicados 25 mT por 16 h, isto representou um efeito estimulante de 19,6% em relacdo ao
ensaio controle sem aplicagdo de campos magnéticos. Nas faixas estudadas de tempo de
exposicao (8 a 16 h) e indugdo magnética (25,0 a 34,3 mT) ndo ocorreu efeito inibitorio para a
concentracdo celular nas 72 h de fermentagdo. Para os resultados de GSH apés 72 h de
fermentagcdo, um incremento de 39% foi observado, quando aplicado 25 mT por 16 h. A maior
concentracao de GSH nestas condi¢des foi de 340 mg/L. Em todos os ensaios até 48 h de
fermentacao, foram observados efeitos estimulantes devido a aplicacdo de campos magnéticos
nas faixas estudadas. Para 72 h de fermentacdo foram encontradas trés janelas
eletromagnéticas positivas para a produgéo de GSH: 25 mT por 8 h; 25 mT por 16 h e 34,3 mT
por 16 h.
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Com a aplicagdo dos CM utilizando um magnetizador foram observados efeitos
estimulantes para a producdo de GSH e de biomassa. As maiores concentragdes celular (19,5
g/L) e de GSH (271,9 mg/L) foram conseguidas no ensaio com aplicacdo de CM durante as 72
h de fermentacao, representando incremento 2,63% e 32,1% em relagédo ao ensaio controle.

Em todos os ensaios feitos para a producdo de GSH por fermentacdo com
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 o melhor resultado foi 340 mg/L, obtido com aplicacao
de CM (25 mT por 16 h) gerados por bobina, sendo as condi¢des de cultivo de: 20°C, pHinicia 5,
200 rpm, 54 g/L de glicose, 50 g/L de extrato de levedura, 12 g/L de MgSQO,.7H.0, 5% de

indculo (v/v), 3,2 vvm e com adicao de aminoacidos durante a fermentacao.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Fazer fermentagbes no fermentador de bancada tipo batelada alimentada;
- Aumentar as quantidades de aminoacidos adicionadas durante as fermentagoes;
- Estudar a adi¢cdo de aminoacidos em duas etapas nos frascos Erlenmeyer;

- Testar outras velocidades de reciclo celular durante a aplicacdo de campos magnéticos
gerados pelo magnetizador;

- Avaliar fontes de carbono e nitrogénio de menor custo;

- Combinar fermentacdes tipo batelada alimentada com aplicacdo de campos magnéticos com

uso de imas;
- Estudar a producao de GSH com outras cepas de S. cerevisiae e outras levedura;

- Avaliar modificagdes na morfologia celular devido a aplicacdo de campos magnéticos.
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ANEXOS

9. ANEXOS

Tabela 35: Concentracao inicial de glicose (g/L) e valores de pH obtidos no delineamento

fatorial fracionado (FF) 2°2.

Ensaio Glicose* (g/L) PH

24 h 48 h 72 h
1FF 68,1 5,15 5,19 5,46
2FF 28,4 5,09 5,51 5,74
3FF 66,6 4,38 4,92 5,40
4FF 28,9 5,51 5,84 5,50
5FF 27,3 6,48 6,90 6,86
6FF 68,6 5,26 5,64 5,96
7FF 29,5 6,71 6,95 7,14
8FF 68,9 5,74 6,20 6,59
9FF 47,2 5,67 6,04 5,95
10FF 48,2 5,78 5,84 6,07
11FF 50,5 5,72 5,87 6,12

* Concentragao de glicose (g/L) no inicio da fermentacao.
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Tabela 36: Resultados da concentracao celular (g/L) obtidos no delineamento fatorial
fracionado (FF) 2°2..

Concentracao Celular* (g/L)

* + desvio padréao

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1FF 6,6 + 0,011 10,8 + 0,000 9,1+ 0,003
2FF 6,2 + 0,005 6,1 + 0,001 4,5 + 0,001
3FF 10,4 + 0,002 8,2 + 0,001 6,3 + 0,003
4FF 6,2 £ 0,011 7,2+ 0,009 7,4 £ 0,020
5FF 4,5+ 0,011 6,2 + 0,000 5,1 + 0,001
6FF 7,9 + 0,001 8,7 £ 0,003 6,7 + 0,001
7FF 6,8 + 0,001 6,6 + 0,004 5,8 £ 0,006
8FF 8,6 + 0,015 9,4 + 0,006 12,3+0,018
9FF 7,4 £ 0,021 7,9+£0,011 8,5+0,016
10FF 8,0 +0,013 7,8 £ 0,001 9,0+0,014
11 FF 7,4+£0,013 8,1 £ 0,004 9,0 +0,001

Tabela 37: Resultados da concentragcdo de GSH (mg/L) obtidos no delineamento fatorial
fracionado (FF) 2°2.

Glutationa* (mg/L)

* + desvio padréao

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1FF 68,4 +0,00 82,9+0,00 90,2+0,01
2FF 546 +0,04 76,8+0,01 79,2+0,01
3FF 79,5+0,02 99,6+0,01 130,4 0,00
4FF 65,5+0,02 83,8+0,01 100,7+0,01
5FF 47,5+0,04 63,7+0,02 74,0+0,04
6FF 50,3+0,01 59,4+0,10 78,2+0,05
7FF 70,7+0,01 825+0,06 107,6 0,00
8FF 69,7+0,02 88,0+0,02 98,6+0,12
9FF 61,8 +0,06 107,6+0,01 102,6 +0,00
10FF 60,5+0,03 103,1£0,00 105,7 + 0,01
11FF 59,2+0,02 105,0+0,00 107,1£0,01
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Tabela 38: Concentracao inicial de glicose (g/L) e valores de pH obtidos no primeiro

delineamento composto central rotacional (PD) 2°.

Ensaio Glicose* (g/L) PH

24 h 48 h 72 h
1PD 57,4 4,29 5,38 5,76
2PD 58,1 5,00 5,65 6,19
3PD 57,3 4,63 6,80 6,44
4PD 57,1 6,00 6,44 6,32
5PD 76,1 4,27 5,30 5,31
6PD 78,1 4,24 5,24 5,51
7PD 80,4 4,49 5,86 6,24
8PD 76,9 4,80 6,40 6,32
9PD 69,1 4,71 6,07 5,85
10PD 68,9 5,16 5,63 5,90
11PD 69,7 3,02 3,46 3,55
12PD 67,0 5,74 7,01 5,67
13PD 421 5,48 5,70 5,89
14PD 95,3 3,93 4,53 4,33
15PD 70,4 4,14 4,82 4,38
16PD 68,9 4,08 4,77 4,71
17PD 68,7 3,98 4,83 4,62

* Concentragdo de glicose (g/L) no inicio da fermentacao.
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Tabela 39: Resultados da concentracao celular (g/L) obtidos no primeiro delineamento

* + desvio padrao

composto central rotacional (PD) 2°.

Concentracao Celular* (g/L)

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1PD 8,5+0,018 10,4+0,006 12,1 +0,006
2PD 8,7+0,016 10,4+0,008 12,4+ 0,004
3PD 8,9+0,009 10,4+0,010 11,7 +0,001
4PD 8,9+0,011 9,9+0,001 11,5+0,006
5PD 8,5+0,009 11,0+0,004 12,2+ 0,001
6PD 9,9+0,011 10,5+0,002 12,9 + 0,005
7PD 9,0+0,011 11,0+0,002 12,4 +0,002
8PD 9,5+0,008 11,1+0,013 12,5+0,017
9PD 6,9+0,008 10,3+0,006 10,5+ 0,005
10PD 9,9+0,002 11,0+0,004 11,9 +0,008
11PD 8,4 + 0,006 9,2+0,002 11,2 £0,001
12PD 9,3+0,008 10,8+0,032 12,1 +0,010
13PD 8,7+0,008 8,9+0,006 9,7+0,003
14PD 10,3+ 0,001 10,7 £0,006 11,3 £0,005
15PD 9,1+0,013 10,1 £0,037 11,7 £0,023
16PD 9,4 +0,011 10,5+0,012 12,0 £ 0,002
17PD 9,2+0,0056 10,8+0,043 12,1 + 0,001
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Tabela 40: Resultados da concentracao de GSH (mg/L) obtidos no primeiro delineamento

* + desvio padréao

composto central rotacional (PD) 2°.

Glutationa* (mg/L)

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1PD 96,0 +0,01 168,9+0,01 106,5+ 0,01
2PD 90,2+0,01 154,0+0,00 149,9+0,00
3PD 68,6 £+ 0,02 136,4+0,01 140,9+0,00
4PD 61,4+0,04 829+0,02 96,8+0,02
5PD 72,9+0,00 143,0+0,01 90,7+0,02
6PD 86,1+0,01 88,4+0,00 61,3+0,01
7PD 58,9+0,02 112,0+0,03 60,0+0,02
8PD 54,4 +0,01 73,0+0,02 95,0+0,01
9PD 32,8+0,01 113,6+0,00 124,9+0,03
10PD 72,4£0,05 98,4+0,04 134,2+0,02
11PD 78,0+0,04 96,7+0,04 61,5+0,35
12PD 43,8 +0,24 62,6+0,32 458+0,02
13PD 72,5+0,01 149,7+0,01 97,8+0,00
14PD 88,4+0,01 91,0+0,03 79,5+0,01
15PD 43,3+0,01 66,6+0,00 50,7+0,00
16PD 495+0,01 68,7+0,01 56,7 +0,01
17PD 46,6 £+ 0,05 68,0+0,03 52,3+0,01
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Tabela 41: Estimativa dos efeitos para a concentracao celular de S. cerevisiae no primeiro
delineamento composto central rotacional (2°) para 48 h.

Efeito (mg/L) Desvio Padrao t(5) P
Média* 10,44 0,33 31,43 0,0000
(1) Temperatura (L) 0,05 0,31 0,16 0,8804
Temperatura (Q) 0,33 0,34 0,97 0,3624
(2) pH (L) 0,40 0,31 1,29 0,2375
pH (Q) -0,10 0,34 -0,30 0,7740
(3) Conc. glicose (L)* 0,82 0,31 2,62 0,0345
Conc. glicose (Q) -0,28 0,34 -0,83 0,4325
1Lx2L 0,01 0,41 0,02 0,9806
1Lx3L 0,01 0,41 0,02 0,9806
2Lx3L 0,28 0,41 0,69 0,5093

* fatores estatisticamente significativos (95% confianga)

Tabela 42: Estimativa dos efeitos para a concentracao celular de S. cerevisiae no primeiro
delineamento composto central rotacional (2% para 72 h.

Efeito (mg/L) Desvio Padrao t(5) p
Média* 11,86 0,52 22,95 0,0000
(1) Temperatura (L) 0,48 0,48 0,98 0,3571
Temperatura (Q) - 0,01 0,53 -0,03 0,9782
(2) pH (L) - 0,02 0,48 -0,04 0,9657
pH (Q) 0,30 0,53 0,57 0,5878
(3) Conc. glicose (L) 0,75 0,48 1,54 0,1669
Conc. glicose (Q) -0,50 0,53 -0,93 0,3820
1Lx2L -0,27 0,63 -0,43 0,6823
1Lx3L 0,16 0,63 0,26 0,8013
2Lx3L 0,26 0,63 0,40 0,6977

* fatores estatisticamente significativos (95% confianga)
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Tabela 43: Concentracao inicial de glicose (g/L) e valores de pH obtidos no segundo

delineamento composto central rotacional (SD) 2°.

Ensaio Glicose* (g/L) PH

24 h 48 h 72 h
1SD 24,0 4,96 6,02 5,94
2SD 24,0 5,64 5,96 5,94
3SD 51,9 4,27 4,93 5,00
4SD 53,5 5,09 4,91 5,31
5SD 37,6 4,48 5,48 6,12
6SD 39,4 5,01 5,66 5,73
7SD 19,2 5,60 5,72 6,56
8SD 59,0 4,45 5,20 5,24
9SD 38,0 5,06 5,80 5,70
10SD 38,9 5,08 5,47 5,56
11SD 39,1 4,97 5,33 5,56
12SD 38,8 5,09 5,45 5,60

* Concentragéo de glicose (g/L) no inicio da fermentagao
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ANEXOS

Tabela 44: Resultados da concentracao celular (g/L) obtidos no segundo delineamento

* + desvio padrao

composto central rotacional (SD) 2°.

Concentracao Celular* (g/L)

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1SD 5,7+0,009 7,0+0,001 6,9+0,003
2SD 6,1+0,004 7,1+0,020 7,5+0,009
3SD 7,3+0,007 9,6+0,012 9,9+0,033
4SD 9,0+0,018 9,4+0,020 9,7+0,014
5SD 5,6+0,003 8,9+0,009 9,1+0,011
6SD 8,3+0,003 9,4+0,015 9,4+0,007
7SD 5,3+0,003 5,6+0,006 7,3+0,009
8SD 8,8+0,025 9,7+0,007 9,4+0,018
9SD 7,5+0,023 8,8+0,014 9,0+0,004
10SD 7,2+0,004 8,2+0,018 8,6+0,002
11SD 7,4+0,025 8,6+0,011 8,8+0,008
12SD 72+0,013 85+0,002 8,8+0,001
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Tabela 45: Resultados da concentracao de GSH (mg/L) obtidos no segundo delineamento

* + desvio padrao

composto central rotacional (SD) 22

Glutationa* (mg/L)

Ensaio
24 h 48 h 72 h
1SD 60,5+0,00 118,7+0,01 120,0£0,01
2SD 755+0,02 96,3+0,02 114,4+0,03
3SD 52,5+0,00 144,8+0,03 146,2 10,01
4SD 100,8+0,02 121,8+0,03 103,7+0,03
5SD 35,8+0,02 114,7+0,02 154,5+0,00
6SD 93,4+0,01 125,2+0,00 107,6 0,01
7SD 90,0+0,00 92,2+0,01 116,5%0,02
8SD 90,7+0,03 144,8+0,04 113,6 £0,00
9SD 88,4+0,02 128,8+0,02 128,8+0,02
10SD 87,7+0,01 128,5+0,00 128,2+0,01
11SD 87,9+0,00 128,4+0,03 128,1+0,02
128D 88,1 +0,17 128,1 £0,01 127,5+0,03
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Tabela 46: Resultados do ensaio 1FB feito no fermentador de bancada, utilizando 25°C, 40

g/L de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, peptona e sem adicao de aminoacidos.

Tempo Con(t:::lrlllt;::'gao Glutationa Glicose H GSH
(h) o (mg/L) (g/L) P (%)
0 0,02 4,7 40,1 5,00 -
2 0,08 7,5 39,7 5,05 -
4 0,22 6,6 31,4 5,03 -
6 0,52 9,4 28,1 4,91 -
8 0,91 12,7 26,0 4,90 -
10 2,08 16,7 22,3 4,81 -
12 3,51 28,9 10,6 4,74 0,82
14 5,09 34,4 0,9 4,70 0,68
16 5,98 45,1 0 4,73 0,75
18 6,91 63,6 0 4,78 0,92
20 7,07 64,6 0 4,98 0,91
22 7,33 69,4 0 5,14 0,95
24 7,67 96,6 0 5,30 1,26
26 7,63 86,8 0 5,39 1,14
28 7,80 102,8 0 5,29 1,32
30 7,73 102,4 0 5,32 1,33
32 7,78 103,6 0 5,23 1,33
34 7,58 98,0 0 5,21 1,29
36 8,00 88,1 0 5,44 1,10
38 8,06 92,4 0 5,28 1,15
40 8,03 97,5 0 5,30 1,21
42 8,10 98,6 0 5,55 1,22
44 8,38 100,1 0 5,45 1,19
46 8,49 98,9 0 5,66 1,16
48 8,57 96,9 0 5,68 1,13
50 8,67 89,8 0 5,71 1,04
52 8,42 94,9 0 5,59 1,13
54 8,33 102,3 0 5,52 1,23
56 7,91 126,6 0 5,46 1,60
58 8,23 121,3 0 5,51 1,47
60 8,36 123,9 0 5,47 1,48
62 8,62 104,1 0 5,72 1,21
64 8,64 107,0 0 5,52 1,24
66 8,52 104,4 0 5,55 1,23
68 8,67 112,9 0 5,67 1,30
70 8,89 1141 0 5,85 1,28
72 8,78 105,3 0 5,81 1,20
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Tabela 47: Resultados do ensaio 2FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54
g/L de glicose, 300 rpm, 0,46 vvm, peptona e sem adicao de aminoacidos.
Concentracao
Tempo Glutationa Glicose GSH
Celular pH
(h) (mg/L) (g/L) (%)
(g/L)

0 0,01 4,7 51,2 5,02 -
2 0,02 4,4 51,2 5,00 -
4 0,06 4,8 50,5 5,00 -
6 0,13 55 49,1 4,97 -
18 1,90 15,7 35,7 4,65 0,83
20 3,00 26,7 29,9 4,56 0,89
22 4,15 29,7 24,4 4,50 0,71
24 5,01 38,1 20,8 4,42 0,76
26 6,33 41,2 12,4 4,36 0,65
28 7,07 445 7,3 4,33 0,63
42 9,49 109,2 0 5,01 1,15
44 9,84 117,4 0 5,05 1,19
46 9,76 126,2 0 5,09 1,29
48 9,68 127,4 0 5,11 1,32
50 9,80 129,1 0 5,11 1,32
52 9,91 132,9 0 5,18 1,34
66 10,06 136,0 0 5,22 1,35
68 10,05 137,9 0 5,28 1,37
70 10,15 139,1 0 5,26 1,37
72 10,09 139,4 0 5,30 1,38
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Tabela 48: Resultados do ensaio 3FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54

g/L de glicose, 300 rpm, 0,53 vvm, peptona e com adicao de aminoacidos.

Concentracao
Tempo Glutationa  Glicose GSH
Celular pH
(h) (mg/L) (g/L) (%)
(g/L)

0 0,00 4,3 52,6 4,85 -
2 0,03 4.4 49,7 4,87 -
4 0,07 4.7 48 1 4,89 -
6 0,14 4.8 47.4 4,88 -
19 3,10 27,5 28,4 4,59 0,89
20 3,53 30,7 27,3 4,5 0,87
22 5,68 38,7 19,0 4,48 0,68
24 6,38 47,0 15,2 4,42 0,74
26 7,48 55,8 9,1 4,25 0,75
28 8,49 56,7 2,7 4,27 0,67
30 9,05 75,0 0 4,05 0,83
43 9,50 122,8 0 4,53 1,29
44 9,79 142,4 0 4,46 1,46
46 10,10 140,8 0 4,54 1,39
48 10,28 137,6 0 4,53 1,34
50 10,06 140,1 0 4,42 1,39
52 9,86 143,2 0 4,46 1,45
67 9,74 160,3 0 4,59 1,65
69 10,02 166,1 0 4,58 1,66
70 10,02 162,1 0 4,58 1,62
72 9,84 167,6 0 4,61 1,70
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Tabela 49: Resultados do ensaio 4FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54

g/L de glicose, 400 rpm, 0,53 vvm, peptona e com adicao de aminoacidos.

Concentracao
Tempo Glutationa  Glicose GSH
Celular pH
(h) (mg/L) (g/L) (%)
(g/L)

0 0,00 2,2 47,6 5,20 -

2 0,02 2,5 47,9 5,00 -

4 0,07 2,6 44 4 5,15 -

6 0,14 3,0 42,5 5,13 -
18,5 1,92 14,3 31,2 4,52 0,74
20 2,96 18,3 28,2 4,5 0,62
22 3,89 26,5 26,0 4,45 0,68
24 5,16 31,3 23,6 4,34 0,61
26 6,02 40,7 15,8 4,24 0,68
28 6,88 47,9 12,6 4,21 0,70
42,5 9,63 93,7 0 4,07 0,97
44 9,74 105,6 0 4,12 1,08
46 9,82 100,0 0 4,24 1,02
48 10,01 107,9 0 4,33 1,08
50 10,02 133,3 0 4,54 1,05
52 9,80 142,2 0 4,51 1,10
53 9,83 122,9 0 4,77 1,06
67 10,24 137,5 0 4,62 1,34
68 10,42 138,2 0 4,65 1,33
70 10,60 134,5 0 4,62 1,27
72 10,58 159,9 0 4,63 1,51
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Tabela 50: Resultados do ensaio 5FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54

g/L de glicose, 500 rpm, 0,46 vvm, peptona e com adicao de aminoacidos.

Concentracao
Tempo Glutationa  Glicose GSH
Celular pH
(h) (mg/L) (g/L) (%)
(g/L)

0 0,00 2,4 51,3 5,13 -
2 0,08 2,7 52,4 5,02 -
4 0,09 3,0 51,8 5,06 -
6 0,17 3,0 50,9 5,07 -
19 3,18 21,5 28,0 4,61 0,68
20 3,58 25,4 24,8 4,58 0,71
22 4,96 33,8 22,4 4,58 0,68
24 6,01 429 18,8 4,42 0,71
26 7,73 49,4 14,1 4,31 0,64
28 7,91 57,7 11,1 4,20 0,73
30 8,03 55,3 6,0 4,11 0,69
43 9,87 68,5 0,0 4,40 0,69
44 10,15 73,3 0,0 4,42 0,72
46 10,27 88,2 0,0 4,55 0,86
48 10,17 87,5 0,0 4,51 0,86
50 10,21 110,0 0,0 4,54 1,08
54 10,28 158,2 0,0 4,60 1,54
67 10,72 166,5 0,0 4,67 1,55
68 10,50 158,5 0,0 4,64 1,51
70 10,30 168,6 0,0 4,57 1,64
72 10,50 175,4 0,0 457 1,67
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Tabela 51: Resultados do ensaio 6FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54

g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, peptona e com adicao de aminoacidos.

Concentracao
Tempo Glutationa  Glicose GSH
Celular pH
(h) (mg/L) (g/L) (%)
(g/L)

0 0,00 0,8 52,9 5,03 -
2 0,06 1,0 52,9 4,98 -
4 0,12 1,1 52,1 4,99 -
6 0,21 1,7 49,6 4,94 -
19 3,32 26,5 33,0 4,48 0,80
20 3,92 32,6 29,2 4,42 0,83
22 4,85 32,8 21,7 4,35 0,68
24 6,16 43,8 19,8 4,28 0,71
26 7,43 51,9 10,4 4,21 0,70
28 8,19 55,9 9,3 4,11 0,68
30 8,52 57,8 2,2 3,84 0,68
43 10,68 127,0 0,0 4,39 1,19
44 10,79 125,7 0,0 4,31 1,17
46 10,47 128,0 0,0 4,36 1,22
48 10,72 135,3 0,0 4,42 1,26
50 10,68 134,2 0,0 4,43 1,26
52 10,73 141,4 0,0 4,46 1,32
54 10,80 144,0 0,0 4,44 1,33
67 11,09 161,7 0,0 4,69 1,46
68 11,06 160,0 0,0 4,62 1,45
70 10,99 165,7 0,0 4,70 1,51
72 11,06 167,8 0,0 4,79 1,52
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Tabela 52: Resultados do ensaio 7FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54

g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, extrato de levedura e com adicdo de aminoacidos.

Concentracao ] ]
Tempo Glutationa Glicose GSH
Celular pH
(h) (mg/L) (g/L) (%)
(g/L)
0 0,00 4,2 52,9 5,16 -
0,04 4,2 51,7 5,04 -
0,10 4,2 47,1 5,07 -
19 6,61 28,5 8,3 4,34 0,43
20 7,63 29,5 2,0 4,31 0,39
22 8,59 38,9 0,0 4,43 0,45
24 8,79 43,8 0,0 4,51 0,50
26 9,23 47,8 0,0 4,69 0,52
28 9,72 60,5 0,0 4,81 0,62
43 15,04 130,2 0,0 4,67 0,87
44 16,31 140,4 0,0 4,67 0,86
46 17,20 140,1 0,0 4,63 0,81
48 17,46 160,5 0,0 4,62 0,92
50 17,48 188,0 0,0 4,57 1,08
52 17,64 183,7 0,0 4,55 1,04
67 18,97 200,5 0,0 5,16 1,06
68 18,95 205,7 0,0 5,17 1,09
69 18,81 181,5 0,0 5,18 0,96
70 18,84 184,6 0,0 5,16 0,98
72 19,19 163,9 0,0 5,19 0,85
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Tabela 53: Resultados do ensaio 8FB feito no fermentador de bancada, utilizando 20°C, 54

g/L de glicose, 500 rpm, 1,1 vvm, agua de maceragéao de milho e com adicao de aminoacidos.

Concentracao
Tempo Glutationa Glicose

(h) Gelular (mglL) (glL) PH

(g/L)

0,00 2,5 50,7 4,97

1,12 2,5 49,0 4,97

1,20 2,8 49,6 4,90
19 7,14 24,3 5,1 4,28
20 7,91 29,8 3,6 4,20
22 9,64 34,5 0,0 4,11
24 10,34 51,2 0,0 4,28
26 10,65 58,4 0,0 4,36
28 11,21 60,6 0,0 4,77
43 13,03 100,0 0,0 5,60
44 13,97 105,9 0,0 5,57
46 13,93 122,8 0,0 5,53
67 15,05 139,5 0,0 4,76
68 14,96 121,0 0,0 4,92
72 15,00 127,9 0,0 5,20
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Tabela 54: Resultados de pH obtidos nos ensaios controle sem aplicagéao de CM.

. pH
Ensaio
24 h 48 h 72 h
1 4,57 4,71 5,29
4,43 4,66 5,63
4,42 4,62 5,04

Tabela 55: Resultados de pH e concentragédo de GSH (mg/L) obtidos nos ensaios do

delineamento fatorial completo com aplicagdo de campos magnéticos (DCM).

pH Glutationa (mg/L)

Ensaio

24 h 48 h 72 h 24 h 48 h 72 h
1iDCM 4,39 4,96 7,15 51,1 199,1  298,0
2DCM 4,81 5,20 6,16 33,8 153,3 2424
3DCM 4,64 5,22 6,93 66,1 222,1  340,0
4DCM 4,96 5,14 5,58 68,8 203,6  270,8
5DCM 4,62 4,85 5,09 51,7 179,5  233,1
6DCM 4,71 4,84 5,03 67,6 164,1 236,2
7DCM 5,01 4,95 5,16 64,9 165,3 231,7
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Tabela 56: Resultados do ensaio controle no fermentador de bancada sem aplicagéo de CM.

Concentracao
Tempo Glutationa Glicose
(h) Gelular (mgL) (o/L) PH
(g/L)
0 0,12 4.4 52,1 5,24
2 0,12 3,9 49,0 5,25
4 0,13 3,8 48,4 5,19
6 0,16 4,0 47 A 5,20
20 4,78 21,1 13,1 4,66
22 6,81 32,2 0,4 4,50
24 7,47 36,0 0,1 4,51
26 7,87 38,3 0 4,63
28 8,56 451 0 4,82
30 8,34 48,4 0 4,44
44 16,54 90,4 0 4,88
46 17,26 113,9 0 4,85
48 17,16 129,4 0 4,81
50 17,75 147,4 0 4,79
52 18,48 - 0 5,41
54 18,82 - 0 5,76
68 18,49 205,8 0 6,52
70 18,52 197,9 0 6,47
72 19,00 189,7 0 6,52
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Tabela 57: Resultados do ensaio no fermentador de bancada com aplicagéo de 24 h de CM.

Concentracao
Tempo Glutationa Glicose
(h) Gelular (mgL) (o/L) PH
(g/L)
0 0,15 3,6 51,5 4,98
2 0,15 3,9 49,6 4,81
4 0,17 3,7 49,6 4,74
6 0,22 51 49,3 4,91
21 7,39 34,6 4.1 4,22
22 7,76 38,3 0,1 4,36
24 8,29 48,0 0,0 4,44
26 8,85 59,5 0,0 4,61
28 9,82 60,2 0,0 4,69
30 9,47 65,8 0,0 4,36
45 16,52 124,7 0,0 5,11
46 16,83 132,4 0,0 5,15
48 16,90 162,6 0,0 5,17
50 17,04 186,9 0,0 4,97
52 16,43 198,2 0,0 4,83
54 16,93 195,6 0,0 4,75
69 18,45 223,3 0,0 5,66
70 18,59 - 0,0 5,59
72 18,14 245,7 0,0 5,44
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Tabela 58: Resultados do ensaio no fermentador de bancada com aplicagéo de 48 h de CM.

Concentracao
Tempo Glutationa Glicose
(h) Gelular (mgL) (o/L) PH
(g/L)
0 0,12 3,2 51,9 5,01
2 0,12 2,4 50,4 5,02
4 0,15 2,7 49,7 4,94
6 0,20 3,2 47,6 4,95
7 0,22 3,5 46,3 4,90
21 7,49 27,4 0,2 4,38
22 7,56 33,4 0 4,39
24 7,96 39,9 0 4,45
26 8,47 48,1 0 4,62
28 9,43 59,3 0 4,75
30 9,39 60,3 0 4,40
45 16,33 108,9 0 4,72
46 16,63 119,7 0 4,66
48 17,18 146,3 0 4,62
50 17,23 144.8 0 4,65
52 17,66 160,9 0 5,07
54 17,91 158,2 0 5,33
69 18,76 188.,9 0 5,59
70 18,79 234,6 0 5,57
72 18,45 259,9 0 5,59
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Tabela 59: Resultados do ensaio no fermentador de bancada com aplicagéo de 72 h de CM.

Concentracao .
Tempo Glutationa Glicose
(h) celular (mg/L) (g/L) PH
(g/L)
0 0,14 3,8 53,08 4,96
2 0,14 3,7 50,79 4,93
4 0,16 3,7 48,50 4,95
6 0,21 3,8 48,18 4,92
7 0,26 49 47,97 4,83
21 7,43 31,9 2,54 4,35
22 7,49 34,2 0,15 4,33
24 7,90 42,8 0,03 4,35
26 8,50 48,2 0,02 4,50
28 9,63 52,0 0,0 4,66
30 9,28 68,2 0,0 4,33
31 9,62 68,7 0 4,50
46 17,05 165,5 0 4,62
48 17,37 171,5 0 4,56
50 17,88 174,2 0 5,12
52 17,88 - 0 5,40
54 17,81 208,6 0 5,66
69 18,79 231,3 0 6,00
70 19,35 271,9 0 6,02
72 19,50 267,5 0 6,02
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