UFRRJ

INSTITUTO DE TECNOLOGIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA

DOS ALIMENTOS

DISSERTACAO

INFLUENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS NA PRODUCAO DE
GLUTATIONA POR Saccharomyces cerevisiae EM BIORREATOR “AIR-
LIFT” PRESSURIZADO

INGRID DA MATA GONCALVES

2012



Q}AL B Ray

VY
%)
[e)

SIDAD
\;\\ﬂ?\ {3
N
O, (&
(74
Myr3g o

UFRRJ

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
INSTITUTO DE TECNOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIA E TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

INFLUENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS NA PRODUCAO DE
GLUTATIONA POR Saccharomyces cerevisiae EM BIORREATOR “AlIR-
LIFT” PRESSURIZADO

INGRID DA MATA GONCALVES

Sob a orientacéo da
Prof.2 Dr.2 Lucielen Oliveira dos Santos

Dissertacdo  submetida como
requisito parcial para obtencdo de Grau
de Mestre em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, no Programa de POs
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Area de Concentracio em

Engenharia de Alimentos.

Seropeédica, RJ
Fevereiro de 2012



FICHA CATALOGRAFICA

660.28443
G6351
T

Gongalves, Ingrid da Mata, 1980-

Influéncia de campos magnéticos na
producdo de glutationa por Saccharomyces
cerevisiae em biorreator “Air-lift”
pressurizado / Ingrid da Mata Gongalves -
2012.

86 f.: 1il.

Orientador: Lucielen Oliveira dos Santos.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Programa
de Pés-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos.

Bibliografia: f£. 59-70.

1. Antioxidantes - Teses. 2. Glutationa
- Teses. 3. Saccharomyces cerevisiae -
Teses. 4. Campos magnéticos - Teses.
I.Santos, Lucielen Oliveira dos, 1977-. II.
Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro. Programa de Pbs-Graduagcédo em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. III.

Titulo.




UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO

INSTITUTO DE TECNOLOGIA B A
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E TECNOLOGIA DE

ALIMENTOS

INGRID DA MATA GONCALVES

Dissertagdo submetida como requisito parcial para obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias, no Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, area de

concentracdo em Engenharia de Alimentos.

DISSERTACAO APROVADA EM 27/02/2012.

Prof. Dr? Lucielen Oliveira dos Santos
(Orientadora)

Prof. Dr2 Monica Camarez Trichez Damaso
(MEMBRO INTERNO)

Prof. Dr2 Janine Passos Lima da Silva
(MEMBRO EXTERNO)



“Certa vez, um homem estava tentando descobrir meios de como fazer acender seu
experimento. Na 2000? tentativa, finalmente ele conseguiu. Ao observar este homem, um
rapaz o perguntou qual o sentido de uma invencdo que levou a inimeras derrotas. O homem
respondeu prontamente dizendo que a luz ¢ algo tdo sublime, tdo especial, tdo maravilhosa,
que ele levou 1999 passos para chegar até ela.”

Thomas Edson, o inventor da lampada.

“Nunca deixe que lhe digam que ndo vale a
pena acreditar nos sonhos que se tém, ou que
seus planos nunca vao dar certo, ou que vocé
nunca vai ser alguém. Confie em si mesmo.
Quem acredita sempre alcanga!”

Renato Russo.



Dedico e divido esta conquista com papai in
Memorian e a mamae por nunca terem medido
esforgos para me criar. A0S meus irmé&os
Lincoln e Leonardo, pela certeza que tenho de
sempre poder contar com vocés. Familia, um
projeto de Deus.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente quero agradecer ao Senhor Deus, por suas promessas cumpridas em
minha vida. Continuarei anunciando Teu nome por onde passar. Louvores.

Agradeco a papai por mais esta conquista. Infelizmente ele nos deixou deste plano
terreno, mas ndo deixei de seguir seu legado de forca, luta e determinagéo. Saudades.

A mamée que ndo mediu esforcos pra que eu conseguisse chegar até o fim. Sempre me
fazendo sentir segura e me ouvindo pacientemente. Amor incondicional.

Aos meus irmédos Lincoln pelo dom de escrever e Leonardo pelo dom da pesquisa.
Continuemos adiante neste caminho. Exemplos.

A minha orientadora Lucielen pela paciéncia em me ajudar nas dificuldades,
questionamentos e por sempre “apertar as rédeas” no ensino. Percebo que esta dando seu
“sangue” pelo curso. Que bom que existem pessoas verdadeiramente comprometidas com o
trabalho. A universidade precisa disso. Admiragéo.

Ao Wilson Janior pela inteligéncia e criatividade, sendo meu brago direito durante a
primeira fase deste trabalho. Além de me tirar muitas gargalhadas. Amizade.

A Flor de Jasmim, Juliane pela ajuda, comprometimento, conselhos, maturidade e
serenidade em todas as etapas deste trabalho e em minha vida pessoal. Presente.

Aos técnicos Edlene, Daniel e Cristiane pela grande ajuda pelos auxilios no
laboratério em tudo que precisasse. A companhia e bate papos com vocés foi essencial para
mim. Profissionalismo.

Ao professor Romulo pelas conversas sobre questdes espirituais e comportamento
humano que me fazem refletir até hoje... Minhas intuicbes continuam. Deus tem algo
maravilhoso direcionado a vocé! Obrigada por ter me motivado para a sala de aula. Gratiddo.

Ao Engenheiro Mecénico Luis por estar sempre pronto em me auxiliar quando alguma
coisa ndo estava funcionando corretamente no reator. Sempre com seu bom humor e
inteligéncia nunca permitiu que eu desanimasse. Generosidade.

As meninas do F4 205 (Aline, Bianca, Carlota, Ingrid, Isabela, Jennifer, Melissa,
Karine e Rizia), pela amizade, carinho, didlogos pelo quarto e por me amparar durante toda a
fase do mestrado que passei trabalhando noite sim, noite ndo. E até mesmo quando fui
contemplada com a bolsa. Foi maravilhoso “ruralizar” com vocés durante esses dois anos.
Obrigada por tudo, podem contar comigo, para o que precisarem. Diamantes.

Aos amigos que conheci no mestrado: Regiane Ribeiro, Felipe Trombete e Renata
Rocha pela amizade ao longo do tempo e por dividir todas as aflicdes e limitagcdes de cada,
um ajudando ao outro. Nossa amizade ndo se findara por aqui, podem ter certeza. Obrigada
por tudo. Companheirismo.

Aos irmdos da igreja: lata e Roberta pelas oracGes e palavras de incentivo. Carinho.

A equipe do MEPES/ALFREDO-CHAVES/ES que permitiu todas as minhas saidas
para 0 RJ na fase final de defesa e em tdo pouco tempo vocés me fizeram sentir acolhida por
todos da equipe. Obrigada pelas palavras de incentivo. Tesouros.

Aos amigos do peito Alice Melo, Bruno Duarte, Dani Xavier, Frank Machado, Silas
Nunes, Silvio Jacinto e Vagner Lopes, por compreenderem minha auséncia pacientemente
durante esses dois anos e por acreditar em mim. Esteio.

A Capes e a FAPERJ pelos recursos financeiros.

MUITO OBRIGADA A TODOS!



RESUMO

GONCALVES, Ingrid da Mata. INFLUENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS NA
PRODUCAO DE GLUTATIONA POR Saccharomyces cerevisiae EM BIORREATOR
“AIR-LIFT” PRESSURIZADO. 2012. 84p. Dissertacdo. (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia dos Alimentos). Instituto de Tecnologia. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ —2012.

RESUMO

A glutationa (GSH) é um tripeptideo hidrossolivel composto por trés aminoacidos: acido
glutamico, cisteina e glicina. E o mais eficiente antioxidante intracelular presente em todos 0s
sistemas bioldgicos (animais e vegetais). Atualmente, relatam-se inimeras aplicaces da GSH
nas industrias em diferentes segmentos, sendo eles: nas inddstrias de alimentos como aditivo
alimentar; no campo farmacéutico; no segmento desportivo como suplemento alimentar e
ainda no tratamento de efluentes industriais, pois tem a capacidade de adsorver metais
pesados. A aplicacdo de campos magnéticos (CM) em processos fermentativos pode causar
efeitos estimulantes ou inibitérios, orém ainda é pouco reportada na literatura. Desta forma o
principal objetivo deste trabalho foi estudar a influéncia de CM na producéo de glutationa em
reator “air-lift” pressurizado, o micro-organismo utilizado foi Saccharomyces cerevisiae
ATCC 7754. Durante as fermentacGes foi feito o acompanhamento do pH, concentracéo
celular (g/L), GSH (mg/L) e glicose (g/L). Na primeira etapa foi estudada apenas a variacdo
da pressdo no reator (0,00; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00; 1,25 e 1,50 kgf/cm?). As condicdes das
fermentacdes foram: 20°C, tempo total 96 h e pHiniciar 5,0. De acordo com os resultados desta
etapa, as duas melhores pressées em estudo foram 1,50 kgf/cm?, apresentando 17,25 g/L de
concentracdo celular e 141,30 mg/L de GSH (72 h) e 0,50 kgf/cm? com 13,51 g/L de
concentragéo celular e 178,21 mg/L de GSH (96 h). Na segunda etapa, na qual se aplicou os
CM, foi realizado um delineamento fatorial 2°, onde foram realizados 7 ensaios, incluindo 3
pontos centrais, nos quais as variaveis independentes testadas foram: pressdo (kgf/cm?) e
velocidade de reciclo celular (cm/s). O nivel de significancia de 90% (p < 0,1) foi utilizado na
andlise estatistica dos dados de concentracéo celular e de GSH. De acordo com os resultados
desta etapa, o maior resultado quanto ao crescimento celular (7,26 g/L) foi obtido a 1,50
kgf/cm? e reciclo de 15 cm/s ap6s 72 h de fermentagéo. Em relagdo a concentracio de GSH, o
maior resultado foi a 0,50 kgf/cm? e reciclo de 3,0 m/s com 67,24 mg/L a 94 h. A analise
estatistica mostrou que ndo houve varidveis significativas em ambas as respostas
(concentracédo celular e GSH). A producdo de GSH a partir de S. cerevisiae ATCC 7754 em
sistema pressurizado apresentou-se como uma tecnologia eficiente e promissora, porém a
influéncia de CM juntamente com a velocidade de reciclo celular, levou a mecanismos que
promoveram determinada inibicdo em sua sintese, levando a diminui¢do na sua concentracdo
final.

Palavras-chaves: antioxidante, biorreator, imas, presséo de operagéo.

Vi



GONCALVES, Ingrid da Mata. INFLUENCIA DE CAMPOS MAGNETICOS NA
PRODUCAO DE GLUTATIONA POR Saccharomyces cerevisiae EM BIORREATOR
“AIR-LIFT” PRESSURIZADO. 2012. 84p. Dissertation. (Master in Science and
Technology of Foods). Institute of Technology. Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ —2012.

ABSTRACT

Glutathione (GSH) is a tripeptide, soluble in water; it consists of three amino acids: L-
glutamate, L-cysteine and glycine. It is the most efficient intracellular antioxidant present in
the all biologics systems (animals and vegetables). Currently, it is reported many applications
of GSH in different segments, like in food industries as food additive; in the sports segment,
in the pharmaceutical field; it is used as food supplement; and is also used in the treatment of
industrial effluents due to ability to absorb heavy metals. The application in magnetic fields
(MF) inside the fermentative process can cause stimulants or inhibitory effects. However, it is
not that reported in the literature. Thus, the main objective of this work is to study the
influence of magnetic fields in the production of glutathione in reactor “air-lift’” pressurized
and the microorganism used was Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 During the
fermentations were analyzed the pH, concentrations of cell (g/L), glucose (g/L) and GSH
(mg/L). Firstly, it was evaluated at different pressures (0; 0.25; 0.50; 0.75; 1.00; 1.25 e 1.50
kgf/cm?). In this context, conditions fermentation were 20°C, total time of 96 h e pHinitias 5.0.
The results showed that the best two pressures were 1.50 kgf/cm?, concentration of cell 17.25
g/L and 141.30 mg/L of GSH (72 h) and 0.50 kgf/cm?, with 13.51 g/L concentration of cell
and 178.21 mg/L of GSH (96 h). Secondly, was realized experimental factorial design 2% with
the two best results of pressures obtained in the first step. In the planning seven tests were
done including three central points, in which the variables investigated were: pressure and
velocity of cell recycling. The percent of variation of 90% (p < 0.1) was used to statistical
analysis of results of concentration of cell and GSH. Therefore, according to the results of the
second step, the highest concentration of cell (7.26 g/L) was obtained with 1.5 kgf/cm? and
recycle of 15 cm/s at 72 h of fermentation. In relation to production of GSH, the highest result
was 67.24 mg/L at 0.50 kgf/cm? and recycle of 3.0 m/s with 67.24 mg/L at 94 h. There was no
significant response in both responses to the variables (concentration of cell and GSH),
according to the table of estimated effects. The production of GSH by S. cerevisiae ATCC
7754 on a pressurized system presented as an efficient and promising technology. However
the influence of MF and the velocity of cell recycling led to mechanisms that promoted
particular synthesis inhibition leading to a decrease in its final concentration.

Keywords: antioxidant, bioreactor, magnetic, pressure of operation.
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1  INTRODUCAO

A incidéncia de doengas relacionadas ao estresse tem se tornado um grande problema
para a populacdo de um modo geral. As reacdes de oxidacdo desencadeiam o acumulo de
compostos tdxicos nos organismos, sendo nocivos as estruturas celulares acarretando danos
por vezes irreversiveis tais como: envelhecimento, doencas neurodegenerativas,
imunoldgicas, gastricas e cancerigenas. Pesquisas que envolvem a producdo de compostos
estabilizantes com funcgdes antioxidantes vém recebendo bastante destaque na comunidade
cientifica na &rea biotecnoldgica.

A glutationa (GSH) é um antioxidante composto por &cido glutamico, cisteina e
glicina, sendo o grupamento tiol da cisteina o local ativo responsavel por suas propriedades
bioquimicas. E um tripeptideo hidrossollvel, presente na maioria das células animais e em
vegetais. Pode ser encontrado na forma reduzida (GSH) ou oxidada (GSSG), existindo uma
correlacdo de grande importancia na razdo entre essas duas formas GSH/GSSG, pois €
normalmente utilizada na avaliacdo do estado redox dos sistemas biol6gicos em geral.

Além de sua principal funcdo como agente de defesa antioxidante, pesquisas apontam
indmeras aplicagBes em diversos segmentos industriais para a GSH, tais como: ambiental,
farmacéutico, alimenticio e desportivo, seja atuando como pardmetro de avaliacdo na
contaminagdo ambiental, como aditivo alimentar, estendendo o tempo de prateleira de carnes
e frutos, na estabilizacdo de pigmentos, na formulacdo de reagentes quimicos, bioldgicos, e
em forma de cépsulas como suplemento alimentar.

A producdo industrial de GSH pode ser realizada por diferentes métodos seja por
sintese quimica, enzimética ou através de fermentagdo com micro-organismos potencialmente
produtores. Entretanto, a sintese quimica e enzimatica Sd0 processos que apresentam
desvantagens, tais como, custos, instabilidade e tempo, dificultando seu escalonamento
industrial. A fermentacdo realizada por micro-organismos é uma aproximacao eficiente e
promissora em tecnologias que envolvem producao de compostos com interesses industriais.

A utilizacdo de tecnologias que envolvem pressées em processos fermentativos vem
aumentando a cada dia. Quando um tipo de aeracdo é conferido ao sistema, a tendéncia é
aumentar e/ou a conversao do substrato a produto, pois ocorre um aumento gradativo de
transferéncia de massa e calor, obtendo resultados satisfatorios em menor tempo, sendo
economicamente viavel em escala industrial.

Alguns trabalhos foram publicados enfatizando a aplicacdo de Campos Magnéticos
(CM) na tecnologia fermentativa. A estimulacéo ou inibicdo dos processos celulares por este
processo € de interesse notavel na biotecnologia, ndo somente para estabelecer os mecanismos
basicos desta interacdo, mas também para determinar seu potencial em futuras aplicacdes
industriais.

A aplicacdo de CM em processos fermentativos ainda é uma area recente, em virtude
de poucos trabalhos reportados a respeito desta tecnologia. Uma das razdes seria 0 grande
nimero de variaveis que influenciam, tais como: o micro-organismo responsavel pela
biotransformacdo, pela composicdo do meio, tempo, temperatura, aeracdo, agitacao,
intensidade de aplicagdo e o desconhecimento sobre os fatores limitantes existentes nos
micro-organismos em questéo.

Pesquisas acerca da producdo de GSH em escala industrial buscam alternativas
viaveis. Frente a estas questdes, € interessante utilizar técnicas que requerem baixo custo e
rapidez em sua sintese. A escolha de equipamentos que ocupem menor area, que permitem
facil controle, manuseio e configuragdo adequada ¢ uma ferramenta inovadora. Por este
motivo, foi proposto neste trabalho o biorreator do tipo “air-lift” de circulacdo interna para a
producdo de GSH.
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Devido ao nimero limitado de trabalhos a respeito da aplicacdo de CM na producéo de
GSH, sua vasta aplicabilidade em diferentes segmentos industriais, a existéncia de uma
tecnologia promissora que utiliza como modelo a Saccharomyces cerevisiae em processos
fermentativos e sua influéncia frente aos CM, torna-se atrativo, justificAvel e promissor a
abordagem deste tema.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia de campos magnéticos na producéo de glutationa sob fermentacao
submersa por Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 em biorreator “air-lift” sob diferentes
pressoes.

2.2 Objetivos Especificos

- Estudar a producéo de GSH variando a pressdo de trabalho no biorreator “air-lift” e
verificar a que proporcione a maxima produgo;

- Determinar a influéncia da aplicacdo de campos magnéticos em concomitancia com
diferentes pressoes e variando a velocidade de reciclo celular;

- Obter os rendimentos, produtividades e fatores de conversdo dos processos
fermentativos sem CM e com CM.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Glutationa

A glutationa ou GSH (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) é um tripeptideo linear,
hidrossoluvel constituido por trés aminoacidos: acido glutamico, cisteina e glicina, sendo o
grupo tiol da cisteina o local ativo responsavel por suas propriedades bioquimicas. Esta
presente na maioria das células animais e vegetais em concentracdes compreendidas entre 1 e
8 mM, estando na maioria das vezes, em maior quantidade no figado. Em nivel extracelular,
sua concentracdo € entorno de 5-50 uM (LI et al., 2004).

CH,SH

|
CO — NHCHCO — NHCH,COOH

I
(CH2):

I
CHNH;

I
COOH

Figura 1: Formula estrutural da glutationa
(Fonte: SANTOS, 2008).

A GSH tem sido alvo de estudos em diversos segmentos desde a sua descoberta por
Rey-Pailhade em 1888. Segundo o autor, foi observado que as células continham uma
substancia responsavel pela formacdo de sulfetos na presenca de enxofre e que essa mesma
substancia estava presente em quase todas as células animais. Em virtude da alta afinidade em
reagir com o enxofre, Rey-Pailhade nomeou esta substancia de “philothion” (philo=atragao;
thion=enxofre). Em 1921, Hopkins observou que a substancia denominada “philothion” era
constituida por glutamato e cisteina, sendo um dipeptideo denominado glutationa
(PENNINCKX, 2002).

Anos mais tarde em 1978, Kosower e Kosower descreveram a GSH como “0 mais
importante tiol ndo-protéico”. A GSH possui duas caracteristicas estruturais indispensaveis
para a sua participacdo em diversas funcdes: a ligagdo y-glutamil e o grupo sulfidrila. Mais
tarde, um grupo de pesquisadores descobriu que a GSH é um tripeptideo composto por trés
aminoacidos: glutamina, cisteina e glicina e que seu sitio ativo era representado por um grupo
tiol, sulfidrila ou SH de um residuo de cisteina. A GSH ¢ sintetizada intracelularmente pela
acao consecutiva das enzimas dependentes de ATP: y-glutamilcisteina sintetase (y-GS) e
glutationa sintetase (GS). O primeiro passo para a formacao deste tripeptideo é a utilizagdo de
glutamato e cisteina em uma reagdo catalisada pela y-GS formando o dipeptideo v-
glutamilcisteina. O segundo passo ¢ a adicdo de uma molécula de glicina ao dipeptideo y-
glutamilcisteina, reacdo esta catalisada pela GS (SHAN, 1990). A Figura 2 mostra 0 esquema
da biossintese.

Em sua sintese, ocorre uma reacdo nao especifica entre o grupo sulfidril da GSH e o
oxidante, sendo que o produto reduzido liberado ndo apresenta toxidade (SCHMIDT e
KONETZKA, 1986).



cisteina glicina
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-glutamil -Glu-Cis glutationa sintetase t-Glu-Cis-Gli

cisteina sintetase GLUTATIONA
(GSH)

Figura 2: Esquema geral da biossintese da glutationa
(Fonte: PIEDRAHITA-AGUIRRE, 2008).

A biossintese de GSH em humanos acontece em todos os tipos de células, porém o
orgdo responsavel por sua producdo e exportacdo € o figado. O aminoacido limitante
responsavel pela sintese de GSH em humanos, ratos, porcos e frangos é a cisteina (WU et al.,
2004). E encontrada principalmente em micro-organismos eucari6ticos, em bactérias gram-
negativas e raramente em bactérias gram-positivas (LI et al., 2005).

A GSH existe no organismo em sua forma reduzida, em torno de 90% dos casos, e sob
varias outras formas, podendo ser encontradas nas células microbianas, nos tecidos e no
plasma sanguineo. A GSH oxidada (GSSG) pode ser reduzida através da GSH redutase na
presenca de NADPH. Além da GSH ocorrer na forma reduzida e oxidada, outras formas
podem ocorrer através da “glutationilagdo”, como por exemplo, GS-S-CoA, CS-S-cis e GS-S-
proteina (LI et al., 2004).

Em condic¢es patologicas a forma reduzida é 10 a 100 vezes maior do que na forma
oxidada. Mudancas na concentracdo deste tripeptideo podem ser um indicador atil em certas
desordens fisioldgicas, como anemias causadas por infeccdo ou seguidas pela administracao
de algumas drogas oxidantes (ROVER JUNIOR et al., 2001).

A oxidacdo é essencial para a producdo de energia, que serve como combustivel para
diversos processos bioldgicos em organismos vivos. Entretanto, a producdo continua de
oxigénio derivado de radicais livres estd envolvida no inicio de varias doencas como o cancer,
artrite reumatdide e arteriosclerose, assim como processos degenerativos associados ao
envelhecimento (MAU et al., 2002).

E sabido que a oxidacao é oriunda das espécies reativas ao oxigénio (EROS), sendo a
principal causa da morte celular. Pequenas moléculas antioxidantes que contém enxofre e/ou
selénio em sua estrutura molecular sdo capazes de amenizar 0s danos oxidativos. Além disso,
as células empregam multiplos mecanismos antioxidantes para evitar possiveis danos
celulares (BATTIN, 2009).

Embora quase todos 0s organismos possuam mecanismos de defesa antioxidante e um
sistema de reparo que os protege contra danos provocados pela oxidacdo, esses sistemas séo
insuficientes para a sua prevencdo total (TURKOGLU et al., 2006).

Os mais importantes antioxidantes encontrados nos seres vivos sdo: ascorbato
(vitamina C), alfa-tocoferol (vitamina E) e os carotenoides, que estdo presentes nas plantas em
altas concentracBes e a GSH que é encontrada em maiores quantidades em mamiferos
(DEMMING e ADAMS 1993).

A GSH tem sido identificada como essencial para muitos processos celulares,
principalmente na dextoxificagdo dos peroxidos de hidrogénios, organicos, xenobidticos e
radicais livres. Essa funcionalidade ocorre através da conjugacdo com agentes eletrofilicos,



uma reacdo catalisada pela enzima GST (glutationa S-transferase) (ELSKENS et al., 1991;
PENNINCKX, 2000; PENNINCKX, 2002; ROLLINI E MANZONI, 2006).

A GSH peroxidase, encontrada em muitos tecidos de origem animal, participa de
importante sistema de defesa enzimatico que atua contra o aumento de radicais livres. Outra
enzima que age conjuntamente é a GSH redutase. Esta enzima ndo age diretamente na
remocdo de espécies radicalares, porém é responsavel pela regeneragdo da GSH a sua forma
reduzida (GSH) na presenca de NADPH, tendo como objetivo impedir a paralisacdo do ciclo
da GSH. Ela e as enzimas que fazem parte do ciclo catalitico, apresentando associagdes com
alteracdes dos estados antioxidantes e com o aumento do estresse oxidativo. Estas alteracdes
implicam em lesGes de DNA, gerando processos pré-mutagénicos e podendo levar, em alguns
casos, ao cancer (ROVER JUNIOR et al., 2001).

De forma complementar ao sistema de defesa enzimatico, no qual participam enzimas,
tais como a catalase, superoxido dismutase, GSH peroxidase e GSH redutase todas as células
possuem um sistema de defesa ndo enziméatico para proteger os constituintes celulares dos
radicais livres e formas reativas do oxigénio e manter o potencial redox da célula (STEPHEN
e JAMIESON, 1996). Além disso, a inibicdo da sintese de GSH causa danos mitocondriais,
aumento da liperoxidacao, perda de catecolaminas e formacdo de processos distroficos em
neuronios nigroestriatais (ANDERSON, 1998).

Em particular, os problemas na sintese e metabolismo de GSH estdo associados a
algumas doencas, nas quais 0s seus niveis e das enzimas que atuam no seu metabolismo,
podem ser bastante significativos no diagnostico de alguns tipos de cancer, bem como em
outras doencas relacionadas ao estresse oxidativo. Ha alguns anos, foi reportada a diminuicao
dos niveis da GSH em hemécias e plasma de pessoas infectadas com o virus da
imunodeficiéncia (HIV-1), associado a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
(ROVER JUNIOR et al., 2001). Tem sido bem estabelecido que a diminuigdo dos niveis de
GSH possa estar associada ao envelhecimento e patogénese de muitas doencas, incluindo:
artrite reumatoide, distrofia muscular, esclerose lateral amniotica, doenca de Alzheimer e
esquizofrenia (SCOTH et al., 2008).

De acordo com a Shimizu et al. (1991) a GSH atua como purificador de toxinas, tendo
sido descoberta mais tarde por outros autores (SAKATO e TANAKA, 1992) como
coadjuvante no tratamento de doencas hepaticas segundo.

Uma das atividades antioxidantes da GSH consiste em eliminar, indiretamente, o
tocoferol oxidado, importante para a reciclagem e manutencdo de niveis fisioldgicos de
vitamina E, essenciais para o combate ao estresse oxidativo (NWOSE et al., 2000).

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

Possui importante papel na atividade imunoldgica estimulando a medula 6ssea na
producdo dos leucdcitos, sendo posteriormente liberados na corrente sanguinea, além de ser
um dos agentes antiviroticos mais potentes (LI et al., 2004; WU et al., 2004).

A GSH pode ser considerada como uma poderosa e importante molécula de defesa e
utilizada com grande potencial minimizando os sinais do envelhecimento e como importante
droga no tratamento de algumas doencas, tais como: infecgdes em geral, cancer, HIV, cirrose
hepatica e inflamacgdes de ordens pancreaticas (ROLLINI e MANZONI, 2006).

A busca de alternativas promissoras na produgdo de GSH, bem como sua gama de
aplicagdes nas industrias em diferentes segmentos, vem tornando atrativo os estudos que
buscam novas fontes de sua producdo. A GSH ¢é largamente utilizada na inddstria



farmacéutica e tem o potencial de ser usada em larga escala nas indudstrias alimenticias e a de
cosmeticos (ZHANG et al., 2007).

Maccarone et al. (1985) estudaram a estabilidade de antocianinas em suco de laranja
através da adicdo de antioxidantes. A GSH foi utilizada para reduzir as oxidagdes quimicas e
enzimaticas. No estudo, foi observado que a GSH, em conjunto com o &cido tartarico é capaz
de estabilizar a cor, sendo que o melhor resultado foi observado quando a amostra foi
pasteurizada e, em 100 mL de suco, foram adicionados 250 mg de &cido tartarico e 100 mg de
GSH.

O actmulo e hidrélise por bactérias acido laticas sdo de grande interesse para o
segmento alimenticio. Estudos comprovaram que a GSH desempenha importante papel no
desenvolvimento do “flavor” em queijos. A adi¢do de GSH durante a producao de queijos
favoreceu o crescimento das bactérias, a proteolise, a estabilidade, a atividade das esterases, a
formagdo de metanetiol e de sulfito de hidrogénio, possibilitando na melhoria do “flavor” do
queijo Cheddar (FERNANDES e STEELE, 1993; WIEDERHOLT e STEELE, 1994).

A GSH ¢é encontrada em quantidades significativas em soro de leite bovino, esta
molécula é responsavel pelo efeito sequestrante de radicais livres que sd@o também inibidores
da lipoxidacdo das lipoproteinas e artérias, justificando intensas pesquisas relacionadas a
novas formulacdes de bebidas a base de soro de leite bovino (LEONIL et al., 2001).

Segundo Gharieb e Gadd (2004), a GSH tem a capacidade de proteger as células
contra biocidas e certos ions metélicos. Apresenta a peculiaridade de acumular e desintoxicar
metais pesados como Cd (Cadmio) e Se (Selénio). Porém, com outros metais mostrou
independéncia a tolerdncia na S. cerevisiae. Dentre estes podemos citar o Te (Teldrio), Zn
(Zinco), Co (Cobalto), Cu (Cobre), Mn (Manganés), Ni (Niquel) e Cr (Cromo).

Oms-Oliu et al. (2008) testaram coberturas a base de alginato (2%), pectina (2%) e
gelana (0,5%) adicionados dos antioxidantes N-acetilcisteina (0,75%) e GSH (0,75%) em
peras e verificaram que as coberturas atuaram como barreira ao vapor de agua e a producédo de
etileno. A incorporagdo dos antioxidantes reduziu o crescimento microbiano e o processo de
amadurecimento, aumentando o tempo de vida de prateleira das frutas, comparada com
amostras sem adicdo de antioxidantes e também foi eficaz na prevencao ao escurecimento das
mesmas.

Rojas-Grau et al. (2008) estudaram o efeito do uso combinado de &cido ascorbico, 4-
hexil-resorcinol, N-acetil-cisteina (NAC) e GSH na inibicdo da polifenoloxidase (PPO) e
peroxidase (POD) em magcds Fugi. O estudo demonstrou que a N-acetilcisteina (1% p/v) e
GSH (1%, p/v) foram inibidores eficazes da PPO.

No trabalho de Wang et al. (2011), a aplicacdo de diferentes concentragdes de GSH
em soro de leite bovino, impediu a fibrilacdo e a formacéo de a-lactoaloumina, proteinas que
sdo responsaveis pela aglutinacdo e formacdo de agregados no soro, sob condi¢Ges de pH
acido e elevadas temperaturas. A partir disto, percebeu-se que a GSH tem a peculiaridade de
modificar as propriedades reoldgicas de um fluido, tais como: viscosidade, forca do gel,
maodulo de elasticidade e firmeza. Tendo como base estas caracteristicas, hd uma abordagem
importante para utilizacdo da GSH no segmento alimenticio, principalmente na formulagéo de
iogurtes e bebidas a base de leite.

Os processos industriais, bem como a mineracao, as atividades agricolas (fertilizantes
fosfatados), a geracdo de efluentes industriais e domésticos, dispersam no solo quantidades
consideraveis de poluentes metalicos que podem ser letais para o crescimento das plantas. A
GSH destaca-se na area ambiental como importante parametro biolégico, sendo um dos mais
importantes indicadores do estresse oxidativo, atuando como biomarcador de protocolo no
monitoramento ambiental na contaminacdo aquatica por metais pesados, dentre eles cAdmio e
chumbo (GARG e AGGARWAL, 2011).



3.2 Producdo de Glutationa

Alguns micro-organismos séo excelentes fontes produtoras de GSH e uma alternativa
eficiente para a producdo industrial de compostos com diversas aplicaces, pois possuem
menor tempo de geracdo, alto rendimento de conversdo de substrato em produto, grande
versatilidade e maior simplicidade na manipulacéo genética de sua capacidade produtiva e de
suas condicOes de cultivo (ILLANES, 1994).

A necessidade de GSH difere entre os organismos eucarioticos e procarioticos. E
componente essencial durante os processos metabolicos normais nas leveduras, o que néao
ocorre com as bactérias, nas quais ndao € metabolito essencial (GRANT et al., 1996).

A produgdo de GSH por fermentacdo com leveduras, bem como sua comercializacéo,
teve seu inicio no Japdo, no final da década de 70 e inicio dos anos 80. Pesquisas destinadas a
producdo enzimatica apresentavam alguns entraves impossibilitando o seu avanco, devido a
elevados custos em sua producéo, tornando-se inviavel a sua execucéo (LI et al., 2007).

Liu et al. (2004) afirmaram que a biossintese de GSH requer além de ATP, os trés
aminoéacidos precursores (acido glutamico, cisteina e glicina). Sem a suplementacéo destes no
meio, as concentracdes intracelulares serdo mantidas nos seus niveis fisiologicos e a sintese de
GSH podera ser inibida.

Esta molécula pode ser sintetizada a partir de metodologias que envolvem reacdes
qguimicas, enzimaticas e através da tecnologia fermentativa por micro-organismos
potencialmente produtores, tais como: Saccharomyces e Candida (WEN et al., 2004). A
composicdo do meio de cultivo para o crescimento de células pode afetar de modo
significativo o conteudo intracelular de GSH, mas ndo a sua presenga ou auséncia
(FERNANDES e STELEE, 1993).

Wen et al. (2006) comprovaram que a concentracdo de etanol no meio tem grande
efeito na concentracdo de GSH, sendo que altas concentragdes inibem o crescimento celular,
por isso, 0s niveis de etanol devem ser mantidos baixos.

A fermentacdo em batelada alimentada é um dos métodos mais eficientes para
alcancar altos niveis de densidade celular com leveduras. Entretanto, a velocidade especifica
de crescimento () durante a batelada alimentada, deve ser cuidadosamente controlada para
evitar declinio da concentragdo intracelular da GSH (LI et al., 2007).

Alguns métodos quimicos e enzimaticos tém sido alvos de estudos, porém ndo
apresentam aplicacdo pratica. Em relacdo a metodologia enzimatica, de acordo com Hoshida
et al. (2011), a biossintese enzimatica da GSH ocorre em duas etapas consecutivas de
regeneracdo de ATP, que sdo consumidos constantemente nas reacOes catalisadas por y-
glutamilcisteina (GCS) e GSH sintetase. A sintese de aminoacidos e ATP ocorre na etapa da
glicdlise, o que acarreta demora e instabilidade na producéo de GSH. As enzimas envolvidas
no processo requerem bastante ATP, além de um sistema eficiente de regeneracdo para um
desempenho favoravel.

A baixa eficiéncia de regeneracdo de ATP (MURATA et al.,, 1981) e a elevada
degradacdo da GSH pela y- glutamiltranspeptidase (LI et al., 2010), s@o os principais entraves
apresentados para a producdo de GSH atraves de tecnologias enzimaticas.

Na metodologia que requer sinteses quimicas, ocorre o envolvimento de um grupo
sulfridila altamente susceptivel a oxidagdo, além da adi¢ao do peptideo y- glutamil o que
acaba tornando complexa a sintese de GSH (GOTOH et al., 2004).

Na bactéria Escherichia coli, foi encontrado GSH em cultivos aerobios, os maiores
valores foram encontrados na fase estacionaria, porém durante a formacao dos esporos néo foi
encontrada (FAHEY et al., 1978). Suzuki et al. (1999) relataram que no cultivo de E. coli a
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GSH foi acumulada durante a fase exponencial e sua concentracdo chegou ao seu valor
maximo na fase estacionéria.

A producéo de GSH por métodos fermentativos pode ser subdividida em trés fases: 1, 1l
e Ill. Sendo que na fase | (0-8 h), ocorre o consumo de glicose (substrato) e a produgéo de
etanol. Nesta fase os niveis de glicose decrescem gradualmente e a de etanol e GSH aumentam.
Na fase 11 (8-14 h) ocorre a assimilacdo do etanol: o crescimento celular ocorre de forma mais
lenta e o etanol é utilizado como fonte de carbono para crescimento celular e para sintese de
GSH. Na fase Ill entre 14 e 24 h, ocorre a fase estacionéria onde a glicose e o etanol sdo
consumidos completamente e as células param de crescer. O acimulo de GSH ocorre na fase
exponencial de crescimento, ou seja, nas fases | e Il (WEN et al., 2005).

O stress causa aumento no consumo de energia nas leveduras, que induz mudangas no
metabolismo e acimulo de algumas moléculas protetoras. A trealose e a GSH sdo exemplos
destas moléculas protetoras produzidas pela S. cerevisiae sobre condi¢fes de estresse, tais
como, reducdo de nutrientes, choque osmético e aumento da temperatura (DONG et al., 2007).

Com o avanco de tecnologias que envolvem producdo de compostos a partir de micro-
organismos, tem-se observado crescentes evolucGes neste segmento, visto que se torna a cada
dia foco de interesse para setores industriais, por ser uma técnica simples, eficiente e viavel.
Na Tabela 1, observa-se a evolugdo das pesquisas que envolvem producdo de GSH através de
micro-organismos potencialmente produtores.

Tabela 1: Evolugéo das pesquisas para a producéo de GSH

Desenvolvimento na producdo de GSH Periodo
Identificacdo de sistemas regenerativos em plantas 1888
Descoberta e identificacdo de sua férmula estrutural 1920
Meétodos fermentativo-enzimaticos utilizando leveduras 1976-1985
(S. cerevisiae e Candida) 1998 até presente data
Purificacdo da GSH em sistemas bioldgicos 1976-1985
Producéo enzimatica utilizando bactéria 1976-1987/1993-1998
Sistemas de regeneracdo de ATP para aumentar 1978-1982
producao
Biologia molecular através da biossintese e construcgéo 1982-1990
de genes recombinantes em E. coli
Construcdo de genes recombinantes de S. cerevisiae 1986-1990/1996-1998
Otimizacdo e controle de processo 1991-1994/1997 até presente data
Producdo por bactérias lacticas 2001 até presente data

Fonte: LI et al., 2004.

A GSH pode ser produzida a partir de micro-organismos como a cianobactéria
Phormidium lapideum. De acordo com os resultados, foi observado que cerca de 20% de GSH
foi acumulada a nivel intracelular e os outros 80% a nivel extracelular (SAWA et al., 1986).

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 concentragdes de NaCl superiores a 0,6 M, a GSH foi excretada da célula para o
meio. No ensaio em que foram adicionados aminoacidos (cisteina, acido glutamico e glicina)
foi obtida concentracdo de GSH 10 vezes maior que nos ensaios sem a adig&o.



Nas leveduras, a GSH encontra-se no interior da célula. Desta forma, o aumento da
producdo pode ocorrer de duas formas: aumentando amplamente a concentragdo celular
obtida ou promovendo o aumento do conteudo intracelular (WEN et al., 2004; WEN et al.,
2006). Comparativamente é mais féacil aumentar a concentracdo celular através das
tecnologias de fermentacdo desenvolvidas, do que aumentar o conteudo intracelular de GSH.
Porém, a segunda opg¢do € mais interessante, pois além de aumentar a concentracdo de GSH
pode ocorrer a facilitagdo nas etapas de “downstream” (WEN et al., 2004).

A excrecdo da GSH no meio é 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).

De acordo com Wei et al. (2003a), o crescimento celular, a formacgédo de GSH e o seu
contetdo intracelular sdo influenciados pela temperatura. Segundo esses autores, foram
estudados os efeitos da temperatura na fermentacdo em batelada usando Candida utilis WSH
02-08. A méxima concentracdo de GSH foi a 26°C e o crescimento celular foi a 30°C. Como a
temperatura necessaria para obter os maximos valores de concentracdo celular e de GSH
foram diferentes, foi utilizada estratégia de manter a temperatura a 30°C nas primeiras 8 h e
depois diminuir para 26°C, a fim de aumentar a producdo de GSH. Nestas condicBes foi
alcangada a maior concentragdo de GSH (385 mg/L).

O oxigénio dissolvido (OD) é considerado fator limitante para o acimulo de GSH nas
células de leveduras. Nas células destes micro-organismos, sua sintese requer a participacao
de moléculas de ATP. Altos niveis de OD favorecem a producdo de ATP e a regeneracdo de
ADP a ATP, favorecendo assim a producdo de GSH. Durante a fermentacdo a producdo do
etanol é desfavoravel, pois limita o crescimento celular. Elevadas concentracGes de etanol e
baixos niveis de OD sdo fatores que influenciam de modo negativo o processo de fermentacdo
do tipo batelada. Valores de p (velocidade especifica de crescimento) relativamente baixos,
nutrientes em quantidade suficiente e elevados valores de OD, impedem o acumulo de etanol
no meio, favorecendo de modo positivo na produgdo de GSH (LIN et al., 2004).

Segundo Rollini et al. (2005) foram investigados o acimulo de GSH em algumas
espécies de Candida (13 cepas) e Pichia (11 cepas). As fermentacdes foram conduzidas em
meio suplementado com diferentes fontes de carbono, metanol, etanol e glicose. As maiores
concentracdes 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.

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 condi¢des, a producdo de GSH
deve aumentar. Neste estudo foram feitas fermentacdes utilizando Candida utilis WSH-02-08
e o efeito que o estresse, através do pH baixo e da adicdo de glicose durante a fermentacéo,
foram estudados. Foi utilizado fermentador de 7 L, com aeragdo de 5 L/min, agitacdo 300 rpm
e 10% de indculo. Paralelamente, foram realizados experimentos com controle de pH. Pdde-se
verificar que a concentracdo de GSH foi maior nos ensaios com controle de pH (332 mg/L) do
que nos sem controle (171 mg/L). Quando as células foram submetidas a pH baixo, ocorreu a
excrecdo da GSH para o meio e este fato é importante, pois simplifica 0s processos de
extracdo do produto. A maior concentracdo de GSH (737,1 mg/L) foi observada no ensaio que
o pH foi mantido em 5,5 por 24 h, ap6s este periodo foi diminuido para 1,2 durante 3 h e em
27 h de fermentacéo foi adicionado 30 g/L glicose e o pH elevado para 5,5.

Li et al. (2005), utilizando Lactococcus lactis NZ 9000 modificada geneticamente,
avaliaram a producdo de GSH em dois diferentes meios de cultura: M17 e CDM. No meio
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M17 a concentracdo de GSH produzida foi oito vezes maior que no meio CDM. Isto indicou
que a composicdo do meio de cultura pode afetar bastante a producdo de GSH. Os trés
aminoéacidos precursores da GSH (acido glutamico, cisteina e glicina) foram adicionados em
combinacg0es diferentes, para aumentar a concentragcdo de GSH utilizando o meio CDM. Nos
ensaios em que a cisteina foi adicionada, ocorreu aumento da atividade da enzima GSH
sintetase promovendo o aumento da conversdo da GCS em GSH. Porém, o mecanismo pelo
qual ocorre este fato ndo foi elucidado. A cisteina é o aminoacido fundamental para a sintese
da GSH e a manutencdo de seus niveis celulares depende da sua disponibilidade e do
transporte até as células.

A concentracdo de etanol no meio tem grande efeito na sintese de GSH, sendo que
altas concentracdes inibem o crescimento celular, por isso 0s niveis de etanol devem ser
mantidos baixos (WEN et al., 2006).

Liang et al. (2008c) estudaram a adicdo de aminoacidos na producdo de GSH em
fermentador de 7 L utilizando Candida utilis WSH 02-08. No ensaio sem adicdo de
aminoéacidos, a concentracdo de GSH foi de 215,4 mg/L ap6s 30 h. Com adi¢do de 6 mM de
glicina em 4 h, a concentracdo de GSH chegou a 266,4 mg/L em 30 h. JA& em ensaio
adicionando 6 mM de acido glutdmico, 5,5 mM de glicina e 6,5 mM de cisteina em 12 h, a
concentracdo de GSH obtida foi de 314,4 mg/L em 30 h. Foi feito ainda outro ensaio com
adicdo dos aminoacidos em 2 etapas (4 h e 12 h nas concentracdes acima citadas) e obtiveram
383,1 mg/L e 2,28% de GSH em 30 h. A adicdo de glicina mostrou melhor efeito sobre o
crescimento celular e a producdo de GSH do que cisteina e acido glutamico. Os autores
sugeriram que a glicina adicionada na fase de crescimento exponencial e adicdo dos trés
aminoéacidos durante a fase estacionaria pode trazer melhor efeito sobre a producdo de GSH.

Wei et al. (2008) avaliaram a adicdo do aminoacido L-cisteina e diferentes
temperaturas para producéo eficiente de GSH a partir de C. utilis WSH 02-08. As condicgdes
de cultivo foram: 50 h, fermentador de 7 L, 10% de in6culo, glicose 30 g/L, sulfato de aménia
8 g/L, sulfato de magnésio 0,25 g/L, KH,PO,4 3 g/L, pH 6,0 e 200 rpm. Segundo os resultados
a mudanca de temperatura de 30°C para 26°C e adi¢cdo em 16 h de 8,0 mM/L de L-cisteina,
promoveram aumento significativo da GSH intracelular, chegando a 1312 mg/L em 33 h de
fermentacao.

Em estudo realizado por Liang et al. (2008a) foram pesquisados o efeito da adi¢do de
cisteina e controle de OD na producdo de GSH por C. utilis WSH 02-08. Os resultados
indicaram que diferentes niveis de OD exerceram grandes efeitos na oxidagdo da cisteina e na
producdo de GSH. Altos niveis de OD promoveram aumento na producdo de GSH, mas
aceleraram a oxidacdo da cisteina no meio, enquanto que baixos niveis de OD retardaram a
producdo de GSH, mas reduziram a oxidacdo do aminoacido. Ndo houve diferenca na
producdo de GSH quando utilizado de 20 a 40% de OD, sugerindo que este afeta
significativamente a producdo de GSH quando a concentracdo esta na faixa de 5-20%.

Em outro estudo realizado por Liang et al. (2008b) foram desenvolvidas estratégias
para aumentar a producdo de GSH utilizando C. utilis WSH 02-08 através da adi¢do dos trés
aminoacidos precursores juntamente com ATP. Sem a adicdo dos aminoacidos e de ATP a
producdo de GSH foi de 1123 mg/L em 60 h de fermentagdo. No ensaio com adicéo dos trés
aminoacidos, obtiveram 1841 mg/L. Entretanto, adicionando os trés aminoacidos combinados
com ATP, a producdo de GSH foi de 2043 mg/L apds 72 h de fermentagdo, aumentando em
11% em relacéo ao ensaio sem adicdo de ATP.

Ubiyvovk et al. (2011) otimizaram a producdo de GSH sob cultivo em batelada
alimentada com glicose e metanol, através da utilizacdo da cepa selvagem da levedura
recombinante Hansenula polymorpha. Os resultados da GSH intracelular nos cultivos com
glicose chegaram a 2300 mg/L. Com metanol, a GSH extracelular chegou a 250 mg/L. Seu
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diferencial esta na possibilidade de cultivos em biorreatores com altas densidades celulares,
tendo relevancia na area industrial. Porém, apresenta elevados custos de producgdo, por se
tratar de métodos ligados a engenharia genética, dificultando as pesquisas e seu posterior
escalonamento industrial.

Chen et al. (2011) avaliaram a producdo de GSH utilizando cascas de bananas
hidrolisadas. A levedura utilizada foi C. utilis SZU 07-01, no qual a xilose foi a principal
fonte de carbono. As condicbes e 0 meio de cultivo foram: xilose 20 g/L, (NH4)2.S049,59 g/L,
KH,PO, 3 g¢/L, L-metionina 5,72 g/L, MgS0,4 0,20 g/L, pH 5,5, 30°C e tempo de 30 h. A
melhor concentracéo celular foi de 7,68 g/L e de GSH foi 111,33 mg/L. Os resultados foram
satisfatorios e os autores comprovaram que a levedura consegue utilizar a xilose, agucar
presente em maior quantidade na casca de banana, de forma simples.

Devido a grande expansdo do uso industrial de aditivos e estabilizantes, torna-se
necessario a realizacdo de estudos que desenvolvam processos fermentativos de producéo e de
purificacdo destes compostos visando sua obtencdo para que sejam eficientes e apropriados a
ampliacdo em escala industrial (ZHANG et al., 2007).

3.3  Producédo de Glutationa a partir da Levedura Saccharomyces cerevisiae

O caminho metabdlico da GSH dentro das leveduras é apresentado na Figura 3. A
glicose inicialmente é transformada em piruvato, que é transformado em acetil-CoA,
participando assim do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) com liberacdo de energia. Para a
formacdo da GSH, o acido glutdmico provém do a-cetoglutarato, que € um composto do ciclo
do TCA. Quando é fornecido a levedura excesso de glicose ocorre a producdo 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

TCA o-cetoglutarato —> &c. glutamico L-) y-glutamilcisteina

- glicina \i

GLUTATIONA

(JC.C?\/ cisteina

Figura 3: Metabolismo da glutationa nas leveduras
(Fonte: SHIMIZU et al., 1991)

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

Diversos autores relataram o grande potencial da producdo de GSH através do cultivo
de algumas cepas de leveduras, em especial a Saccharomyces e Candida (ALFAFARA et al.,
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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).

Murata et al. (1981) estudaram a producdo de GSH utilizando células imobilizadas de
S. cerevisiae IFO 2044 em gel de poliacrilamida e compararam com células ndo imobilizadas.
As melhores condi¢cbes foram: glicose 0,5 M, tampao fosfato 0,05 M (pH 7,0), cloreto de
magnésio 0,02 M e 0,025 M de cada um dos trés aminoécidos precursores. Nas células
imobilizadas, a GSH foi excretada no meio, enquanto nas celulas ndo imobilizadas a GSH foi
acumulada na célula. As maiores concentracdes de GSH foram encontradas apos 24 h de
incubacdo 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 concentra¢des de GSH foram observadas quando se aumentou
o0 nivel dos aminodcidos cisteina e acido glutamico no meio de cultivo.

Shimizu et al. (1991) testaram a otimiza¢do da producdo de GSH através do controle
da velocidade especifica de crescimento (u) em fermentacdo 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 p coincidiu com 0 maximo pg
(velocidade especifica de producdo de GSH) que decresceu quando houve producédo de etanol
ou quando a concentracdo de glicose presente foi muito alta. Para valores de p de 0,3 h™ o
contetido de GSH foi constante e para valores de p maiores que 0,3 h™ o contetido de GSH
diminuiu.

De acordo com os estudos de Sakato e Tanaka (1992) o cultivo de leveduras visando a
producdo de GSH é influenciado diretamente a partir do tempo de consumo de etanol no meio
que quando se findou, ndo foi observado aumento nas concentrages de GSH. A partir disto,
pode-se concluir que a concentracdo intracelular de GSH esté diretamente relacionada com a
morfologia celular das leveduras e que a presenca de etanol exerce papel importante na
mudanca desta morfologia. Neste trabalho foi avaliado o processo de fermentacdo em
batelada alimentada para obtencdo de GSH em fermentador de 30 L. O micro-organismo
utilizado foi S. cerevisiae KY 6186 e as condi¢Bes da fermentacdo foram: pH 5,0, temperatura
de 30°C, aeracdo de 11 L/min e 350 rpm. O meio usado para a alimentagdo foi melaco de
cana de acucar (100 g/L), (NH4).SO4 (2,5 g/L) e KH,PO4 (2,5 g/L). Comparando-se com 0
processo convencional foi obtido aumento de cerca de 40% na concentragdo de GSH.

Alfafara et al. (1992a) estudaram o efeito da adicdo de 7,4 mM de cisteina, glicina e
acido glutamico na producdo de GSH utilizando S. cerevisiae KY5711 em frascos
Erlenmeyer. Foi utilizado glicose (10 g/L), temperatura de 30°C e pH inicial 5,0. Em todos 0s
ensaios apds 6 h de fermentacdo, a glicose foi completamente consumida e apés este periodo
o crescimento celular pode ter ocorrido devido ao consumo do etanol. Nos ensaios com adi¢do
de cisteina foram obtidas concentracdes 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. N&o 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 atuacédo foi diferente de como um precursor atua. Quando a concentracdo inicial de
cisteina foi de 2 a 3 mM foram obtidas 7 mggsu/geai/h € concentragBes maiores nao
promoveram aumento do produto.

Em outro estudo os mesmos autores, Alfafara et al. (1992b) analisaram a produgéo de
GSH com S. cerevisiae KY5711 e para tal utilizaram temperatura de 30°C e pH 5,4. Durante
a fermentacdo, a concentracdo de cisteina foi mantida em 3 mM através de alimentagdo
constante, porém foi verificado que houve declinio nos valores da velocidade especifica de
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crescimento e velocidade de producdo de GSH apos longos periodos de exposicdo a cisteina.
A méxima conversao de célula em produto foi de 12-14 mggsn/ges. Quando a alimentagdo de
cisteina foi feita em pontos isolados durante a fermentacdo os resultados foram melhores em
relacdo a alimentacdo constante (aproximadamente 22 mggesn/gesr). Uma das opgOes para
aumentar a producdo seria dividir a fermentacdo em duas etapas: crescimento celular e
producdo de GSH.

Izawa et al. (1995) avaliaram a adaptacdo da S. cerevisiae S288C ao estresse oxidativo
por perdxido de hidrogénio, observaram que os niveis de GSH encontrados na fase
estacionaria (6,89 umol/g.) foram aproximadamente trés vezes superiores do que na fase
logaritmica (2,22 umol/ge). Com este estudo, pode-se concluir que a produgdo de GSH,
ocorre na fase estacionaria.

Santos (2008) avaliou diferentes condi¢Oes para produgdo de GSH por S. cerevisiae
ATCC 7754 em frascos Erlenmeyer através de uma sequéncia de planejamentos
experimentais estudando as variaveis: temperatura (20 — 30°C), agitacéo (100 — 300 rpm), pH
inicial (5,0 — 7,0), concentracao de inoculo (5 — 15%) e concentracdo de glicose (20 — 70 g/L).
De acordo com os resultados, as condi¢fes 6timas de cultivo foram: 54 g/L de glicose, 5% de
inoculo, 300 rpm, 20°C e pHiniciat 5. A maior concentragdo de GSH (154,5 mg/L) foi obtida
apos 72 h de fermentacéo.

De acordo com Rollini et al. (2009) a producdo maxima de GSH chegou a 170 mg/L,
utilizando-se a cepa S. cerevisiae ZEUS. As fermentagOes foram realizadas em frascos
Erlenmeyer a 28°C durante 48 h.

Segundo Fei et al. (2009), a producdo de GSH foi estimulada através de mecanismos
enzimaticos ligados a expressdo génica de proteinas heterdlogas utilizando como vetor, a
levedura Pichia pastoris D18. A metodologia baseava-se na adigdo de dois genes
responsaveis pela sintese de GSH, a gsh 1 e a gsh 2, presente em cepas selvagens de S.
cerevisiae. O cultivo foi conduzido através de batelada alimentada apds 16 h com 2,9 mg/L de
glicose, em fermentador de 5 L, a 30°C, com adi¢do de cisteina, glicina e acido glutdmico
apos 44 h de fermentacdo, ambos em concentra¢Ges de 15 mmol/L. A glicose foi escolhida
como principal fonte de carbono e extrato de levedura como principal fonte de nitrogénio. O
processo indicou que a levedura recombinante apresentou eficiéncia na sintese de GSH,
através da conversdo dos trés aminoacidos precursores, e € capaz de aumentar a produtividade
de GSH em cultivos com elevadas densidades celulares, obtendo altos rendimentos por
processo a baixo custo. De acordo com os resultados a melhor producéo de GSH foi a 50 h de
processo com 217 mg/L e 4,15 g/L de biomassa.

O trabalho de Piedrahita-Aguirre (2008) avaliou a producdo de GSH com S. cerevisiae
ATCC 7754, em frascos Erlenmeyer a partir de fontes proteicas de baixo custo, tais como:
carbono, nitrogénio e aminoacidos. As condic¢Bes de cultivo nas trés etapas foram: pH 5,0,
20°C, 300 rpm, durante 96 h. Na primeira etapa foi realizado um planejamento fatorial
fracionado 2>, no qual obteve-se 264,49 mg/L de GSH, com 54 g/L de glicose, 50 g/L de
agua de maceracdo de milho (AMM), 50 g/L extrato de levedura, 50 g/L de proteina de soro e
6 mM de lecitina. Na segunda etapa foi realizado planejamento Plackett Burman, no qual se
diminuiu a quantidade do extrato de levedura, devido a elevados custos e se adicionou
MgSQO, obtendo-se excelente rendimento, com 23,33 g/L de crescimento celular e 278,42
mg/L de GSH, com 90 g/L de glicose, 50 g/L de AMM, 10 g/L de extrato de levedura, 50 g/L
de soro de leite, 5 mM de lecitina de soja e 10 g/L de MgSO,. Na terceira etapa realizou-se
outro planejamento, conseguindo uma producdo de 166,84 mg/L de GSH e 18,75 g/L de
concentracéo celular, com 60 g/L de glicose, 30 g/L de AMM, 4 g/L extrato de levedura, 0,5
mM de lecitina e 2 g/L de MgSO4.
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Anschau (2010) estudou o meio para producdo de GSH através da metodologia de
superficie de resposta a partir de diferentes concentracbes de melaco de cana-de-agucar (75 a
90 g/L) e glicerol (40 a 60 g/L), os melhores resultados foram 119,6 mg/L e 25,3 g/L,
respectivamente. Foram estudadas ainda neste trabalho, diversas condi¢des de extracdo da
GSH em frascos Erlenmeyer, utilizando cincos espécies diferentes, o melhor resultado foi
obtido com S. cerevisiae ATCC 7754 em banho termostatizado, com 16 h de extragéo,
utilizando 40% de etanol (131,24 mg/L de GSH). Em testes no fermentador de bancada (5 L),
a maior producdo de GSH foi obtida sem alimentagdo e sem adigdo de aminoacidos em 96 h
(241,28 mg/L).

Nos estudos de Yoshida et al. (2010) foi utilizada a cepa de S. cerevisiae YPH 499,
que expressa os genes de a-amilase e glicoamilase, sendo capaz de consumir amido cru, como
fonte direta de carbono para uma producéo eficiente de GSH, buscando eliminar o efeito
Crabtree gradualmente, a partir do fornecimento da glicose oriundo de materiais amilaceos.
As condig6es de cultivo foram: 30°C, 24 h, aeracdo 0,2 L/min e pH 5,0. O amido foi cozido a
elevadas temperaturas e realizada a hidrdélise subsequente. Segundo os resultados, a producéo
de GSH aumentou em torno de 1,4 vezes (89,7 mg/L) se comparado com resultados que nédo
utilizaram amido cru (8,04 mg/L). Porém, existe grande entrave neste método, pois as etapas
de cozimento e hidrdlise elevariam 0s custos na sua producgdo, sendo ainda um método
invidvel em termos industriais.

Os dois genes envolvidos de forma direta na superexpressao da GSH pelas leveduras
sdo pepl2 e ubp6. Tais genes sdo encontrados nas células da S. cerevisiae e mecanismos
ligados a engenharia metabdlica, estimularam aproximadamente 1,2 vezes a producdo de
GSH. Da mesma forma foi estimulada a producdo de GSH em C. utilis através da
superexpressdo dos genes GSH1, CYS4 e DEF1 (SUZUKI et al., 2011). De acordo com o0s
autores, a caracterizacdo e identificacdo dos genes que atuam na producdo de GSH por
leveduras, se tomados em conjunto, contribuem de forma positiva na melhoria do mecanismo
enzimatico que envolve a biossintese.

Na Tabela 2 encontram-se o0 resumo dos trabalhos mais recentes referentes a producéo
de GSH por fermentacdo com a levedura S. cerevisiae.

3.4 Aplicacdo de Campos Magnéticos em Processos Fermentativos

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 a cerca de como os CM afetam os micro-organismos e as células.

Os campos afetam a direcdo da migracao e alteram o crescimento e a reprodugédo dos
micro-organismos, gerando modificacdo da velocidade de crescimento celular (ZAPATA et
al., 2002; ZAPATA et al., 2005).

Fologea et al. (1998) citaram que o mecanismo da eletro-estimulacdo ndo € bem
conhecido, mas pode estar ligado a mudangas na membrana, pois durante a eletro-estimulagéo
sabe-se que ocorre 0 aumento dos fluxos na membrana plasmaética. Outra explicacdo pode
estar baseada no eletro-ativacdo de alguns sistemas enzimaticos ou caminhos metabolicos
relacionados a alguns processos que acontecem em nivel de membrana.

15



Tabela 2: Resultados de diferentes cepas de S. cerevisiae para producdo de GSH.

Cepa Fermentador* Conc. GSH Observagdes** Referéncias
11,78 .
KY5711 FE MQGSH/gea/h™ BA Shimizu et al. (1990)
- Sakato e Tanaka
0,
KY6186 F30L +40% BA, adicdo de aa et al. (1992)
7 -
KY5711 FE MgGSH/gea/h™ adicdo de aa Alfafara et al. (1992)
S288C FE 18,47 umol/gg adicdo de aa Isawa et al. (1995)
ATCC 7754 FE 115,28 mg/L - Liu et al. (1999)
WSH-J701 FE 64,7 mg/L - Wei et al. (2003)
ZJUS1 F 0,81 g/L BA Lin et al. (2004)
FF-8 FE 204 mg/L adicdo de cisteina Cha et al. (2004)
T65 FE 153,2 mg/L adicdo de aa Wen et al. (2004)
T65 F5L 1875 mg/L BA, adigédo de aa Wen et al. (2004)
T65 F5L 170,14 mg/L - Wen et al. (2005)
T65 F5L 329,3 mg/L adicdo de aa Wen et al. (2005)
Rollini e Manzoni
0, -
CBS 117 FE 1,85% (2006)
BA, glicose, aa
T65 F5L 2190 mg/L mantendo os niveis ~ Wen et al. (2006)
de etanol baixo
- F 300 mL 103MgcsH/Jeelula pressurizacao Dong et al. (2007)
ATCC 7754 FE 154,5 mg/L adicdo de cisteina  Santos et al. (2007)
Gl4 FE 530 mg/L adicdo de aa Wang et al. (2007)
G14 F5L 2020 mg/L ad'%"’:?cggeaa ¢ Wang et al. (2007)
T65 FE 74,6 mg/L - Zhang et al. (2007)
diferentes meios Piedrahita-Aguirre
ATCC 7754 FE 278,4 mg/L DrOt&icos (2008)
ZEUS FE 1700 mg/L - Rolinni et al. (2009)
ATCC 7754 F5L 241,28 mg/L melaco/glicerol Anschau (2010)
YPH 499 F1L 89,7 mg/L cepas Yoshida et al. (2010)

recombinantes

"FE: frascos Erlenmeyer, F: fermentador, “"BA: batelada alimentada, Cl: células imobilizadas.

A estimulacdo ou inibicdo dos processos celulares por CM ¢é de interesse consideravel
tanto na biologia celular quanto na biotecnologia, ndo s para estabelecer os mecanismos
basicos desta interagdo, mas também para determinar seu potencial em aplicagdes préticas.
Diferentes aspectos tém sido investigados com respeito as suas alteracfes devido a energia
eletromagnética, em relacdo ao crescimento celular, as reagcdes enzimaticas, a sintese de
biopolimeros e ao transporte na membrana nas células (LEI e BERG, 1998).

A resposta bioldgica ndo e linear, de forma que somente para alguns valores de
frequéncia e indugdo magnética ocorre uma “janela” onde uma resposta significativa pode ser
observada. Dependendo da forma e valores dos pardmetros caracteristicos (intensidade,
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frequéncia, comprimento ou tempo constante no caso dos pulsos) podem ocorrer diferentes
efeitos (FOLOGEA et al., 1998).

Rao et al. (1997) estudaram a influéncia do CM na cultura submersa de micro-
organismos para a degradacédo de fenol utilizando dois tipos de reatores, colunas de bolha e
reator “air-lift”. No estudo, foi demonstrado que a degradacdo do fenol no reator “air-lift” foi
mais rapida e que o CM aumentou a velocidade especifica de crescimento dos micro-
organismos, sendo o valor maximo com 22 mT.

Em outra pesquisa, realizada por Hirano et al. (1998) foi avaliada a taxa de
fotossintese e crescimento da cianobactéria Spirulina platensis, quando aplicada inducgéo
magnética de 0,5 a 700 Gauss. O valor de p foi mais alto a 100 Gauss, sendo 1,5 vezes maior
do que em 0,5 Gauss, enquanto que a inducdo de 700 Gauss provocou inibicdo do
crescimento. A existéncia do CM ndo ocasionou efeito algum quando as bactérias eram
cultivadas no escuro em meio contendo 0,3% de glicose. A producdo de oxigénio durante a
fotossintese aumentou com a intensificacdo da inducdo magnética aplicada, sendo a maxima
concentracdo intracelular de acucar atingida a 100 Gauss. Esses resultados sugerem que o CM
acelera a excitacdo da clorofila, a reacdo de transferéncia de elétrons, sintese de aclcar e a
conversdo da energia da luz para energia quimica.

No estudo dos efeitos de CM na fermentacdo da bactéria Rhodobacter sphaeroides
IFO 12203 sob condi¢bes anaerdbias, foi observado que a utilizacdo da intensidade de campo
1300-3000 Gauss ocasionou aumento da producdo, sendo 5,3 vezes maior (na intensidade de
3000 Gauss), comparada ao processo isento da presenca de campo (UTSUNOMIYA et al.,
2003).

Os efeitos dos CM no crescimento de Escherichia coli foram investigados por Okuno
et al. (1993). Nesse contexto, duas cepas foram expostas ao CM de 11700 Gauss. Foi notado
gue em meio nutriente complexo, o crescimento celular foi estimulado em comparacdo ao
sistema controle, sem aplicacdo de CM. Porém, quando a bactéria foi submetida ao CM em
meio nutriente sintético, a velocidade de crescimento foi reduzida significativamente. Com a
adicdo de aminoacidos ao meio sintético, o crescimento passou a ser acelerado, sugerindo que
0s aminoacidos possuem influéncia no fenémeno. Além disso, foi notado que
independentemente do meio em que eram colocadas as culturas de E. coli, a presenca do CM
facilitou o crescimento da bactéria em temperaturas mais baixas que as temperaturas
consideradas 6timas ao crescimento.

Al-Qodah (1999) realizou diversos experimentos que demonstraram 0s resultados da
producdo de penicilina utilizando CM aplicado em fermentador “air-lift” com Penicillium
chrysogenum imobilizado. Cem horas apds o inicio do processo, a concentracdo maxima de
penicilina aumentou 48%, quando a intensidade de CM aumentou de O para 350 Gauss devido
a maior velocidade de consumo do substrato (lactose) e ao efeito positivo do CM na area
interfacial fluido-solido, sendo encontrado na fase liquida apenas 5% da biomassa. Nenhum
efeito adverso nas propriedades fisioldgicas dos micro-organismos foi observado.

No campo do tratamento de aguas residuarias, Hattori et al. (2001), estudaram a
aplicacdo de CM externo em lodo ativado. Foi observado que a presenca de CM permite
maior floculagdo e sedimentacdo do lodo ativado, sendo ainda mais efetivo na adicdo de
FeCl;. Quando uma inducdo magnética de 800 Gauss foi aplicada, a sedimentagdo do lodo
aumentou quando FeCl; foi adicionado. O efeito era maior ainda quando o sistema era
exposto a inducdo magnética de 1300 Gauss. Esses resultados sugerem que a magnetizacéo do
lodo ativado por CM pode ser aumentada pela adigdo de ferro, o que torna ainda mais
interessante a sua aplicacéo.

Bie e Wusun (2003) estudaram o efeito dos CM no crescimento e metabolismo de
células de Rodotorula sp. RG-98. Os resultados mostraram que diferentes efeitos bioldgicos
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foram gerados por diferentes intensidades de CM. A producéo de carotenoide aumentou 25%
quando CM de 1000 Gauss foi aplicado por 2 h e também foi observado aumento da produgéo
de biomassa.

Justo et al. (2006) estudaram a influéncia dos CM em culturas de Escherichia coli,
sendo o processo efetuado com recirculacéo externa do meio de cultura através de tubo de aco
inoxidavel inserido em gerador de CM. O tempo de exposi¢do e a indugdo eletromagnética
variaram de 1 a 12 h e 100 a 1000 Gauss, respectivamente. Os resultados analisados foram
crescimento da biomassa, viabilidade celular e velocidade de conversdo do substrato no
processo. Em todos os casos, a aplicagdo dos CM possibilitou viabilidade celular semelhante
ou superior ao controle (sem CM). Além disso, os resultados apontaram que o crescimento
celular e a conversdo do substrato sdo influenciados pelo CM e que quando expostas a
inducdo magnética de 1000 Gauss durante 6,5 h, as culturas de E. coli exibiram mudancas na
viabilidade 100 vezes maior comparada a cultura ndo exposta ao CM. Os resultados deixaram
claro o interesse em sua aplicacao industrial.

Em outro experimento, Alvarez et al. (2006) estudaram o efeito do CM na
fermentacdo do Lactococcus lactis, usando permeado de soro de queijo na fermentacdo em
batelada. A recirculacdo da suspensdo celular foi feita externamente em tubo de aco
inoxidavel inserido entre as barras magnéticas. O tempo da exposi¢do ao campo, a velocidade
de recirculacdo e a intensidade do campo, variaram de 4-12 h, 0,85-1,50 m/s, 50-200 Gauss,
respectivamente. Em todos os experimentos, a producdo de biomassa foi praticamente
constante. Contudo, na melhor condicéo (4 h, 1,50 m/s e 50 Gauss), a producdo em relacdo ao
consumo de substrato e formacdo de biomassa foi de 3 a 5 vezes maior do que 0 processo
convencional.

Ainda no estudo da influéncia de CM em processos bioldgicos, a aplicacdo de
particulas adsorventes em combinacdo com técnicas de separacdo magnética tem recebido
atencdo nos altimos anos. A natureza sensivel das particulas magnéticas permite sua
manipulacdo e separacdo seletiva na presenca de outros sélidos suspensos. Assim, torna
possivel selecionar espécies-alvo magneticamente distintas de processos bioldgicos,
eliminando algumas fases de tratamento prévio de amostras, como centrifugacéo, filtracdo e
separacdo por membrana. As separacGes magnéticas sao rapidas e possibilitam separacdes
impossiveis de serem obtidas por outras técnicas. Elas tém demonstrado credibilidade em
ampla gama de processos, como tratamento de minerais e tratamento de aguas residuarias
(FRAZREB, 2006).

3.5 Campos Magnéticos no Cultivo da Levedura Saccharomyces

Os estudos da influéncia de CM em processos bioldgicos ainda estdo em
desenvolvimento, por este motivo, ha certa escassez de trabalhos na linha de pesquisa que se
refere a levedura Saccharomyces cerevisiae.

Van Nostran et al. (1967) avaliaram durante o crescimento de S. cerevisiae, o efeito da
aplicacdo de CM a diferentes pressGes osmaticas e temperaturas. O CM foi gerado através de
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 concentracdo celular ao longo do tempo. Também foram observadas interagdes
significativas entre a temperatura e 0 CM em 24 h e entre a temperatura e a pressdao osmética
em todos 0s 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 aplicagéo de CM, foi observado
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que ndo houve diferenca estatistica entre os ensaios. Ou seja, a aplicacdo do CM de 1,5 T nao
aumentou a taxa de crescimento da levedura.

Através da utilizacdo de dispositivo comercial gerador de CM, Pichko e Povalyaeva
(1996) verificaram o efeito dos CM de baixa frequéncia (50 Hz e 0,1 T) em alguns micro-
organismos. Com a S. cerevisiae XII ocorreu aumento de 12% no acumulo de biomassa com
uma exposic¢ao ao CM de 40 min.

Ivanova et al. (1996) analisaram a viabilidade da aplicacdo do CM maximo de 540 Oe
no processo de fermentacdo continua para a producgdo de etanol, com células de S. cerevisiae
imobilizadas e meio de cultura composto por glicose (concentracdo de 110 g/L) e nutrientes
na temperatura de 32°C. O processo de fermentacdo foi realizado com CM transversal ao
escoamento do fluido. Como resultado, houve aumento na concentracdo de etanol e
velocidade de consumo de substrato, comparando-se ao processo convencional.

Mehedintu e Berg (1997) estudaram a resposta do crescimento celular da levedura S.
cerevisiae H192 a aplicacdo de CM, numa regido de inducdo magnética de 0,2 a 0,5 mT,
produzidos por par de bobinas Helmholtz (5 cm de didametro) e com frequéncia entre 10 e 100
Hz. Os experimentos tiveram duragdo 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 relacdo ao controle, enquanto que a 50 Hz e 0,5 mT, foi
observado efeito estimulante no crescimento celular de 25 %, aumentando também a
producdo de ATP. A temperatura influenciou o efeito do CM aplicado, demonstrando que o
nimero de parametros envolvidos na eletroestimulacdo € maior do que o inicialmente
estimado.

Binninger e Ungvichian (1997) estudaram os efeitos do CM de baixa frequéncia (60
Hz) na expressdo genética da S. cerevisiae. Para isto, utilizaram exposi¢des continuas de 20
uT durante um periodo de 15 geragdes (aproximadamente 24 h). Como a exposi¢cdao ao CM
ndo afetou significativamente a taxa de crescimento, foram investigados os efeitos celulares
menos evidentes. As mudancas na quantidade de RNAm (&cido ribonucleico mensageiro)
foram determinadas por eletroforese em gel. Na maior parte do RNAmM examinado (44 a
67%), os efeitos nos niveis transcritos ndo foram diferentes daqueles observados nos
experimentos expostos. Porém, uma proporcdo significativa de RNAmM (26 a 38%) foi
aumentada em duas vezes nas células expostas ao CM, e s6 uma pequena porcentagem de
RNAmM (7 a 18%) mostrou niveis inferiores aos das células controle (inferior a 50%).

Motta et al. (2001) estudaram a mudanga no desenvolvimento de S. cerevisiae
DAUFPE- 1012 na presenca de CM. As culturas foram expostas a CM de 1100 e 2200 Gauss
para que fossem observadas eventuais alteracbes no crescimento celular e na atividade
metabolica do micro-organismo, estimada pelo dioxido de carbono produzido e pelas
alteragbes do pH do meio. Para andlise do crescimento da biomassa, frascos de vidro
contendo 10 mL do meio de fermentacdo (glicose 2%) e inoculados com 10% de suspensdo
celular foram incubados a 25°C por 24 h. A cada 2 h, uma aliquota era retirada para analise do
crescimento celular. Um sistema de reatores idéntico foi montado para a determinacdo da
producéo de CO,, estando os frascos fechados e na presenca de um mandmetro. Os resultados
apresentaram incremento no crescimento celular de 1,84% e na producdo de CO, de 36,1%
qguando na presenca da indugdo magnética de 2200 Gauss, comparadas com 0 grupo de
controle (sem CM). Além disso, notou-se maior acidificacdo nas culturas magnetizadas,
provocada pelo aumento da atividade metabolica.

Barboza (2002) verificou o comportamento da variacdo da populacdo de S. cerevisiae
(fermento liofilizado) em placas de Petri submetidas a CM de 31 mT, produzido através de
imds colocados em cima e embaixo de cada placa. Para os ensaios controle algumas placas
foram deixadas nas mesmas condic¢Ges, mas sem a influéncia dos CM. O ensaio foi conduzido
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por 30 h e aliquotas foram retiradas para analise de microscopia. A contagem realizada no
microscopio Optico foi 50% menor para o grupo tratado com CM, em relagdo ao grupo
controle.

Zapata et al. (2002) estudaram os efeitos dos CM no crescimento de S. cerevisiae 1320
(Laboratorios Alfred Jorgesen). O crescimento do micro-organismo em meio liquido foi feito
durante 15 a 18 h. Os CM foram gerados através de bobinas (didmetro interno 3,8 cm) e a
determinacéo da concentracdo celular foi feita através da medida do peso seco. Foram feitos
alguns planejamentos experimentais para avaliar a influéncia do tempo de aplicagédo do CM (5
a 325 s), da frequéncia (10 a 100 kHz) ¢ do fluxo deste campo (2 a 62 uT). A combinagio
destas variaveis na qual foi obtida a maior concentragdo celular foi 30 s, 100 kHz e 20 mG (2
uT). Nestas condigdes 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
frequéncias de 120, 60 e 0 Hz tém efeitos diferentes sobre o crescimento de S. cerevisiae,
sendo estimulantes, inibitorios e nulos, respectivamente.

Iwasaka et al. (2004) avaliaram o efeito dos CM no comportamento da levedura S.
cerevisiae IAM7148 cultivada em meio liquido e exposta a campo de 5 a 14 T (gerado através
de imé& supercondutor). Ap6s 16 h de incubacdo a velocidade de crescimento diminuiu. As
propriedades fisicas do meio de cultura foram avaliadas com o objetivo de descobrir o
mecanismo responsavel pelo decréscimo celular com a aplicacdo do CM. A mudanca dos
processos de transporte gasoso, a pressao hidrostatica exercida na levedura e a mudanca na
sedimentacdo da levedura, podem ser os efeitos do CM sobre o sistema de respiracdo da
levedura que causaram as mudancas observadas no comportamento desta.

Motta et al. (2004) também estudaram o efeito do CM na fermentacdo alcodlica,
utilizando-se glicose como substrato. O sistema era composto por dois reatores de 200 mL de
capacidade nominal, agitados mecanicamente e a 23°C. Cinco pares de magnetos foram
colocados diametralmente opostos ao redor da parede de um dos reatores, possibilitando
exposicao da S. cerevisiae a inducdo magnética de 2200 Gauss. Amostras do meio de cultura,
composto por extrato de levedura e glicose (2 %), foram retiradas em intervalos de 2 h
durante 24 h para determinacdo da concentracdo celular, de glicose e de etanol. Os resultados
apontaram acréscimo da concentracdo celular em 2,5 vezes e da concentracdo de etanol em
3,4 vezes, nas culturas magnetizadas comparadas as que ndo foram expostas ao campo.

Ruiz-Gdémez 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
incubacéo foi de 24 ou 72 h. Paralelamente, foi conduzido ensaio controle e nas condigdes
avaliadas ndo houve alteracdes no crescimento celular. Estes resultados estdo em discordancia
com os trabalhos de Mehedintu e Berg (1997) e Motta et al. (2004). S&o muitos os parametros
que influenciam os ensaios: intensidade do CM, frequéncia, tempo de exposicdo, tipo de
célula, temperatura e estado biolégico das células. A discordancia dos resultados pode ser
explicada através das diferentes condi¢cdes 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, Colémbia. Os ensaios foram feitos em fermentadores de 400
mL, a 25°C e com 1 vvm. Para obter os CM foi utilizado um sistema de bobinas (diametro 8,2
cm), sendo o campo de 250 mG (25 uT) e o0 tempo de aplicacdo de 200 s. Foram feitos quatro
ensaios (A, B, C e D). Os ensaios A e B foram realizados com aplicagédo de CM antes de
iniciar o cultivo, porém o ensaio A foi feito sem aeracdo e o ensaio B com aeracdo. O ensaio
C foi com aeracdo e com duas aplicacdes de CM antes de iniciar o cultivo e apds 4 h de
cultivo. O ensaio D com aeracéo e com trés aplicacdes, antes de iniciar o cultivo, com2he 4
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h de cultivo. O melhor resultado foi obtido no ensaio B ap6s 25 h de cultivo, a concentracéo
celular chegou a aproximadamente 27 g/L, 14,4% maior em relacéo ao cultivo sem CM.

Novak et al. (2007) testaram 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 o tempo de aplicacdo foi de 60 min. Foram observados efeitos
inibitorios nos ensaios em placas de petri com agar, como em meio liquido em frascos
Erlenmeyer. A inibi¢do ocorreu logo no inicio da aplicacdo do CM. Os autores comparam 0S
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 aplicacdo de
CM do que as leveduras.

Perez et al. (2007) estudaram o efeito de CM na producdo de etanol durante a
fermentagdo em batelada, utilizando-se caldo de cana como substrato. O meio de cultura do
fermentador fazia reciclo externamente por um tubo de ago inoxidavel inserido em dois
geradores de CM. A velocidade de recirculacéo e a intensidade do CM variaram de 0,6-1,4
m/s e 50-200 Gauss, respectivamente. Como resultado foi observado aumento de 17% na
produtividade, na melhor condicdo de tratamento (0,9-1,2 m/s e 200 Gauss) comparado ao
processo convencional. Enquanto o processo tradicional de fermentacdo demorou 15 h, com a
aplicacdo dos imas acoplados ao biorreator esse tempo foi reduzido para 13 h. Segundo os
autores, o ganho de producdo foi possivel porque o CM alterou o metabolismo das leveduras e
aumentou a produtividade, sendo tal efeito justificado pela influéncia do CM sobre as
membranas celulares, alterando a permeabilidade a passagem de nutrientes. Assim, a
permeabilidade aumenta, o transporte de substrato no interior da célula também aumenta,
resultando em maior producdo de etanol. Embora o resultado tenha sido comprovado pelos
pesquisadores, esses efeitos bioldgicos dos CM ainda ndo foram completamente elucidados.
Outra hipdtese atribuiu ao CM a capacidade de atingir, de alguma forma, as enzimas que sao
os catalisadores bioldgicos, deixando-as numa conformacdo mais apropriada para atuar no
substrato e nos outros compostos do processo.

Santos (2008) com a aplicacdo dos CM utilizando um magnetizador observou efeitos
estimulantes para a produgdo de GSH e de biomassa. A maior concentragéo celular (19,5 g/L)
e de GSH (271,9 mg/L) foram conseguidas no ensaio com aplicacdo de CM durante 72 h de
fermentacao, representando incremento de 2,63% e 32,1% em relagéo ao ensaio controle.

De acordo com Santos et al. (2010), a aplicacdo de CM por bobinas gerou estimulos
satisfatorios na producdo de GSH e de biomassa em cultivo de S. cerevisiae ATCC 7754. A
maior concentracdo de GSH foi de 340 mg/L, quando foi aplicado 25 mT por 16 h e nas
seguintes condic¢des de cultivo: 20°C, 200 rpm, pHiniciai 5,0, 54 g/L de glicose e 50 g/L de
extrato de levedura, 12 g/L de MgS0Q,4.7H,0, 5% de in6culo (v/v), 3,2 vvm e com adicdo dos
aminoacidos precursores durante a fermentacéo.

Em relacdo aos trabalhos com S. cerevisiae na Tabela 3 sdo apresentados os resultados
obtidos por diferentes autores com respeito a aplicacdo de CM; pode-se observar que
dependendo da intensidade do campo e do tempo de exposicdo foram observados efeitos
nulos, estimulantes ou inibitérios quanto ao crescimento celular.
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Tabela 3: Efeitos dos CM na concentracdo celular de S. cerevisiae obtidos por diferentes
autores.

Tempo de Efeitos na

Intensidade - ~
Cepa (mT) exposicdo  concentragao Autores
(h) celular*
Pichko e
0
Al 100 0,67 t12% Povalyaeva (1996)
0,2 (50 Hz) - 16% Mehedintu e Berg
H 192 0,5 (50 Hz) 10 + 2506 (1997)
DAUFPE-1012 220 24 + 30% Motta et al. (2001)
Fermento 31 30 - 50% Barboza (2002)
comercial
Zapata et al.
0
1320 0,002 0,0083 +30% (2002)
DAUFPE-1012 220 24 +250% Motta et al. (2004)
. Ruiz-Gémez et al.
WS8105-1C 0,35-2,45 24-72 sem efeito (2004)
Fermento 0 Zapata et al.
comercial 0,025 0,055 +14,4% (2005)
Muniz et al.
- (0]
DAUFPE-1012 220 24 + 135% (2007)
. Novék et al.
CCY 21-4-59 10 1 inibitério (2007)
ATCC 7754 25 16 +43,1% Santos (2008)

* (+) efeito estimulante (-) efeito inibitério

3.6 Utilizacdo do Biorreator “Air-lift” em Processos Fermentativos

Os biorreatores nos processos fermentativos devem criar ambiente propicio para o
crescimento e a atividade dos micro-organismos. Para isto, deve ser projetado de forma a
permitir o0 estreito contato entre 0 meio e o0 micro-organismo, durante o cultivo. Um
biorreator, para ser considerado ideal, deve ser construido com material atoxico, sendo capaz
de suportar altas pressdes, para o0 caso das esterilizacbes ou no caso de trabalhos
pressurizados; possuir sistema de agitagdo e/ou aeracdo, bem como permitir a retirada
periddica de amostras, sem comprometer 0 processo; possuir um mecanismo de resfriamento,
de forma a controlar a temperatura do ambiente de reacdo e, por fim, ser capaz de operar em
condicOes assepticas (THIEMANN, 2001).

Muitos processos biologicos requerem oxigénio; devido a sua baixa solubilidade o
abastecimento continuo é requerido a taxas suficientes para manter a reacdo, porém quando
existe uma limitacdo no processo como, por exemplo, a necessidade de maior transferéncia de
massa gas-liquido, outros tipos de biorreatores, tais como o “air-lift”, sdo considerados
eficiente (CHISTI, 1993).

Quando usados para processos biolégicos tém a vantagem, em relacdo a reatores
convencionais, de contarem com altos coeficientes de transferéncia de oxigénio e sua
geometria oferecerem inUmeras vantagens, incluindo construcdo e operacdo simples, baixa
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poténcia requerida por ndo conterem partes moveis e circulagdo direcionada do fluido
(WANG BANG et al., 1998).

A simples construcdo dos biorreatores “air-lift” possibilita manutencao facil e barata.
Como ndo existem partes mecanicas moveis necessarias para a agitacdo, hé reducdo do perigo
de contaminacdo, pois facilita a limpeza e a esterilizacdo. A injecdo do géas serve para agitar e
aerar, eliminado o gasto de energia para agitacdo, e promovendo aumento na capacidade de
transferéncia de massa, calor e diminuindo a tensdo de cisalhamento do fluido (SIEGEL e
ROBINSON, 1992).

Muitas aplicacGes em escala de bancada e em escala piloto tém sido estudadas para
uma variedade de micro-organismos e culturas celulares. A maioria enfoca na cinética de
crescimento e ndo no fendmeno de transporte durante as fermentacdes.

Alguns autores estudaram o “air-lift” como um biorreator potencial para o tratamento
de varios residuos industriais. Huppe et al. (1990) utilizaram uma planta piloto de dois
estagios para tratar biologicamente efluentes de refinaria de carvdo. Tyagi et al. (1990)
utilizaram “air-lift” com circulacdo externa para estudar a digestdo aerdbica mesofilica e
termofilica de lodos municipais primarios e secundarios.

Frohlich et al. (1991), Wu e Wu (1991) e Pollard et al. (1996) estudaram o
crescimento de Saccharomyces cerevisiae em biorreatores “air-lift” testando diversas
configuracdes fisicas e conseguiram melhorar o desempenho dos proprios biorreatores.

Bonnarme et al. (1993) relataram a superioridade dos biorreatores “air-lift” e coluna de
bolhas em relacdo ao de tanque agitado, na producdo de metabdlitos por micro-organismos
sensiveis ao cisalhamento provocado pelos agitadores mecéanicos (STR).

No trabalho de Bonnarme et al. (1993) foi utilizado com sucesso o biorreator “air-lift”
para producdo do peptideo lignina, manganés peroxidases e proteina extracelular do fungo
Phanerochaete chrysosporium.

Yuguo et al. (1999) demonstraram a vantagem do biorreator “air-lift” de circulagéo
externa na producao de &cido citrico, a partir da mistura de batata doce desidratada com massa
seca de Aspergillus niger. E no ano seguinte, os mesmos autores Yuguo et al. (2000), testaram
outro tipo de micro-organismo com sucesso no “air-lift” com circulagdo externa e com o
biorreator STR para a producdo de a amilase a partir de Bacillus subtilis e comprovaram a
superioridade na producédo da enzima no reator “air-lift”.

Segundo Klein et al. (2002) o sistema de biotransformacdo de glicose em acido
gluconico por Aspergillus niger pode ser bem sucedido se utilizada a determinagéo da taxa de
transferéncia de oxigénio no “air-1ift”, devido sua configuracdo hidraulica.

Cheng et al. (2002) conseguiram bons resultados no cultivo de Acetobacter xylinum
para a producdo de celulose em reator “air-lift” modificado.

A producdo de &cido itaconico (OKABE et al., 1993), de S. cerevisiae (GHOSH e
BHETTACHARYYA, 1993), de bactérias laticas (TRYSTAM e PIGACHE, 1993), de
proteinase (ALEKISIEVA e PEEVA, 2000), produgdo de PHB (TAVARES e PRADELA,
2000), bem como o tratamento de &guas residuarias com utilizacdo de particulas imobilizadas
(HEIJNEM et al., 1992) tém sido estudados em reatores “air-lift”.

Entretanto, na literatura ainda ndo existe pesquisas quanto a produgdo de GSH com o0s
reatores "air-lift". Deste modo, a utilizacdo deste tipo de biorreator para a producédo de GSH
torna-se uma recente tecnologia a ser explorada.
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3.7  Efeitos da Pressdo no Cultivo de Micro-organismos

A classificagdo da pressdo em alta ou moderada é relativa, dependendo da area de
investigacdo e da area de aplicacdo tecnologica. Quer seja na natureza ou em pProcessos
industriais, a pressdo pode apresentar valores entre 1 bar e 1.000.000 bar. A separagdo da
gama de presséo foi adotada em biologia por Johnson et al. (1954), que classificou em “muito
altas” as pressdes acima de 1000 bar e em “moderadas ou altas” as pressdes com valores
compreendidos entre a pressao atmosférica e 1000 bar.

Altas pressbes causam mudancas morfologicas, bioguimicas e genéticas,
principalmente na membrana e na parte intracelular dos micro-organismos. Além disso,
provocam mudancas no funcionamento e na reproducdo (CHEFTEL, 1992), porém as
seguintes mudancas morfologicas das células foram observadas: compressdo dos vacuolos
gasosos (WALSBY, 1972), alongamento das células, contracdo da parede celular com
formacdo de poros, modificacdo do nucleo (CHEFTEL, 1992), modificacdes nas organelas
intracelulares e no citoesqueleto, separacdo da membrana da parede celular, coagulacdo de
proteinas citoplasmaticas e liberacdo de constituintes intracelulares para fora da célula
(CHEFTEL, 1995).

A pressdo acelera as reacdes quimicas, envolvendo mudancgas de volume em nivel
molecular, que constituem a chave para entender os efeitos biolégicos nas macromoléculas e
micro-organismos (HUGAS et al., 2002). Outros autores acrescentam que a eficiéncia da
tecnologia estd nas alteracbes morfologicas e bioquimicas, assim como nos mecanismos
genéticos e na funcionalidade das membranas e paredes celulares dos micro-organismos
(HOOVER et al., 1989; CHEFTEL, 1995). Entretanto, o principal efeito causado pela presséo
ocorre na membrana celular (HOOVER et al., 1989).

O modo com que cada micro-organismo responde as pressdes esta relacionado com o
seu crescimento, tipo de estrutura, mecanismos ligados a genética e formacdo de produtos,
como esta sendo exemplificado na Figura 4.
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Figura 4: Efeito da pressao na atividade microbiana. A atividade é analisada pela densidade
de células expressa em namero de células por mililitro (N) e a concentracéo de células (X), ou
pelas taxas de crescimento e reproducao.

(Fonte: CHEFTEL, 1995).
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Pdde-se observar que para pressdes superiores a 300 bar, existe uma tendéncia geral
para a inibicdo do crescimento, embora alguns micro-organismos possam contrariar esta
tendéncia, como é o caso da levedura S. cerevisiae. Esta Ultima apresenta comportamento
estavel e elevado para pressdes superiores a 700 bar.

O efeito da pressdo sobre o crescimento e 0 metabolismo dos micro-organismos
também estd dependente dos métodos e sistemas de pressurizacdo utilizados. A pressdo pode
ser aplicada hidrostaticamente (compressdo de um liquido) e hiperbaricamente (compressédo
de gases).

Por exemplo, no caso da producédo de acido citrico a partir de culturas de Aspergillus
niger em cultivo descontinuo, em culturas ricas em melaco, Clark e Lentz (1961) observaram
que, com uma pressdo parcial de oxigénio (1,7 bar) era possivel aumentar a produtividade
méaxima deste acido. Neste trabalho a limitagdo de oxigénio era bastante acentuada.

Outro exemplo da utilizacdo da pressdo é o aumento de um constituinte celular. No
trabalho realizado por Young (1969) com células de bactéria de Pseudomonas saccharophila,
0 aumento da pressdo de oxigénio puro até 1 bar aumentou o contetido em polissacarideos das
células desta bactéria. A Tabela 4 mostra as diferentes respostas frente a aplicacdo de pressao
no cultivo de diversos micro-organismos.

Tabela 4: Diferentes respostas as pressdes aplicadas no cultivo de diversos micro-

organismos.
Micro-organismos  Presséo Efeitos* Referéncias
(bar)
Staphylococcus aureus 1-30 Inibi¢do do CC Hedén e Malmborg
(1961)**
Escherichia coli 1-60 Inibi¢do do CC Hedén e Malmborg
(1961)**
Candida utilis e 10 Inibi¢do do CC Gifford e Pritchard
S. cerevisiae (1969)
Candida utilis 1-7 Diminuicao do CC; ndo Onken et al. (1984)
afetou 0 pmax
Pseudomonas 1-8 Inibi¢do do CC Onken e Jostmann (1984)
fluorescens
Pseudomonas 1-6 Diminuicdo do CC; Kataoka et al. (1986)
aeruginosa diminuicao do pmax
S. cerevisiae 7,0 Inibicdo da producéo de Thibault et al., (1987)
etanol
Candida tropicalis 8,1 Aumento no rendimento Okoshi et al., (1987)

em acido citrico

Escherichia coli TB1 4,8 Aumento na produtividade Belo e Mota, (1998)
da proteina recombinante
em cultura semi-continua

Thermus sp. RQ-1 5,6 Aumento da produtividade  Belo, Pinheiro e Mota
em biomassa (2000)

* CC crescimento celular
** citado por Onken e Liefke (1989)
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E de grande interesse industrial maximizar a produtividade, assim como a taxa de
formagéo de produto. Devido a este fato, torna-se imperativo estudar qual o efeito da pressédo
de gases na produtividade de algumas especies, nomeadamente as de interesse industrial, a
partir desta necessidade, inimeros investigadores tém utilizado reatores hiperbéaricos para
simular, em laboratério, ambientes de alta pressdo (TAYLOR, 1979; STURN et al., 1987;
MILLER et al., 1988; NELSON et al., 1991).

Quando os processos biotecnoldgicos em foco se situam na area da tecnologia das
fermentagdes, € claro que os efeitos da alta pressdo nao sao relevantes nos processos aerobios,
uma vez que, os biorreatores industriais operam a pressdao atmosférica ou ligeiramente sobre
pressdo, podendo suportar valores de pressdo de 3 a 4 vezes o valor de operagdo (margem de
seguranca). E sabido que a atividade microbiana é afetada por oscilacdo de pressdo, ainda que
de forma ligeira. A partir destes resultados, é bastante claro que o aumento da pressao parcial
de oxigénio tem efeitos bastante distintos. Os efeitos positivos da pressdo podem estar
diretamente relacionados com o melhoramento da taxa de transferéncia de oxigénio, ou
podem ser estar de alguma forma relacionada com a inducdo do metabolismo celular,
enquanto os efeitos negativos estdo apenas relacionados com mecanismos metabolicos
(ONKEN e LIEFKE, 1989).

Nelson et al. (1992) demonstraram que os efeitos da pressao hidrostética e hiperbarica
sobre o crescimento de bactéria marinha sdo consideravelmente diferentes, variando o tempo
e a quantidade de presséo aplicada.

A utilizacdo da pressdo de gases pode também ser aplicada na otimizacdo da producéo
de proteina recombinante. Belo e Mota (1998) demonstraram que a utilizacdo de ar
hiperbarico até 4,8 bar permitiu aumento de cerca de 4 vezes na produtividade em citocromo
b5, relativamente a cultura realizada a pressdo atmosférica, em processo descontinuo de
Escherichia coli TB1.

Belo, Pinheiro e Mota (2000) obtiveram aumento de produtividade da estirpe terméfila
de Thermus sp. RQ-1 quando usaram ar hiperbarico a 5,6 bar em biorreator de pressao.

Dong et al. (2007) avaliaram o efeito de altas pressées no acimulo de GSH e trealose
em S. cerevisiae. O tempo de cultivo foi de 36 h, sendo que pressdes de 0,1; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0
e 2,5 MPa foram aplicadas por 2 h. Numa etapa posterior pressdes 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. O melhor resultado foi observado com
pressdo de 1,0 MPa por 6 h, a concentracdo de GSH foi de 103 mggsn/gcer € este valor foi
68,8% maior em relacdo ao cultivo a pressao atmosférica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Meio de Cultivo e Manutencdo da Cepa Escolhida Para Producgéo de GSH

O micro-organismo utilizado para a producdo de GSH foi a levedura Saccharomyces
cerevisiae ATCC 7754, obtido junto a colecdo de Culturas Tropical da Fundacdo André
Tosello (Campinas-SP). Para a manutencdo da cepa foi usado agar inclinado utilizando o
meio YM (yeast extract-malt extract) e os tubos foram mantidos sob refrigeragéo (4°C). Na
Tabela 5 € apresentada a composicdo do meio YM.

Tabela 5: Composic¢do do meio para manutencdo da cepa em g/L.

Composto Concentracao
Glicose 10
Peptona 5

Extrato de Levedura 3
Extrato de Malte 3
Agar 20

4.2 Preparo do Inéculo

A obtencdo do inoculo foi realizada em “shaker” (CERTOMAT® BS-1
ALEMANHA), utilizando frascos Erlenmeyer de 250 mL contendo 75 mL de meio YM sem
agar (Tabela 5) esterilizado a 121°C por 15 min. As condicdes de cultivo para o preparo do
inéculo foram 30°C e 150 rpm durante 24 h.

4.3 Composicao do Meio de Cultivo para Producéo de GSH

Na Tabela 6 é mostrada a composicdo do meio de cultivo utilizada nas fermentagdes
para producdo de GSH, de acordo com Santos (2008). A glicose foi esterilizada a 121°C por
15 min a parte, para ndo ocorrer reacdo de Mayllard. Os ajustes de pH foram realizados antes
e depois da esterilizacdo, com HCI ou NaOH 2 N, conforme necessario.

Tabela 6: Composicdo do meio utilizado para a producédo de glutationa.

Composto Concentracéao
Glicose 54 g/L
Extrato de Levedura 50 g/L

4.4 Ensaios com Diferentes Pressoes

As fermentagOes foram realizadas no biorreator “air-lift” de tubos concéntricos
construido em aco inox, dotado de camisa de aquecimento ou resfriamento, com volume total
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de 4,5 L e util de 3,5 L (Figura 5). A pressao no sistema estudado variou em 0,00; 0,25; 0,50;
0,75; 1,00; 1,25; e 1,50 kgf/cm?®, para se determinar em qual pressdo a levedura produz a
maior concentracdo de GSH e concentracdo celular. A leitura da pressdo foi realizada em
manodmetro com capacidade de medic&o de 0-2 kgf/cm?.

A aeracdo no biorreator foi obtida através de compressor (WAYNE®, Sio
Paulo/Brasil), sendo 2 filtros de drenos na linha de aeracéo e 1 valvula reguladora de pressdo
de linha foram utilizados para que o sistema se mantivesse pressurizado e estavel. A
temperatura foi mantida a 20°C através de banho termostatizado (TE 2005 TECNAL®, S&o
Paulo/Brasil) que foi acoplado ao fermentador. O volume de meio da fermentacdo utilizado
(meio + indculo) foi de 1,5 L. Antes da adi¢do de 5% (v/v) de inoculo, a glicose foi misturada
aos outros componentes € 0 pPHinicia d0 meio ajustado para 5,0. O tempo total das
fermentacdes foi de 96 h com retirada de amostras em intervalos pré-determinados.

A adicdo de 2 mM de cisteina foi feita ap6s 6 h de iniciada a fermentacdo e apds 28 h
foram acrescentados mais 3,35 mM de cisteina, 10 mM de éacido glutdmico e 18 mM de
glicina. Os aminoacidos foram dissolvidos em quantidades suficientes de agua destilada e
esterilizados separadamente em frascos Erlenmeyer.

Na Figura 5 € mostrada a foto do biorreator “air-1ift” utilizado nos ensaios.

Figura 5: Foto do biorreator “air-lift”.

4.5 Ensaios Sem Aplicacdo de Campos Magnéticos (Controle)

Com o objetivo de avaliar somente a influéncia dos CM na producdo de GSH,
primeiramente foi necessario realizar alguns ensaios controle. Estes ensaios foram realizados
nas mesmas condicdes de pressao e velocidade de reciclo celular dos ensaios do planejamento
fatorial 2° com aplicacdo de CM. Nestes ensaios, o que diferenciou para o planejamento
fatorial foi a auséncia de exposi¢do aos iméds (CM).
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Na Tabela 7 sdo apresentados os valores reais da pressdo e velocidade de reciclo
celular dos ensaios controle.

Tabela 7: Ensaios sem aplicacdo de campos magnéticos (controle)

Ensaios  Pressdo (kgf/cm?®) Reciclo Celular (cm/s)

1 0,5 3,0
2 1,5 3,0
3 0,5 15,0
4 1,5 15,0
S 1,0 9,0

4.6 Ensaios com Aplicacdo de Campos Magnéticos
4.6.1 Planejamento experimental fatorial 2

Com o proposito de avaliar a influéncia de CM na producdo de GSH, nesta segunda
etapa, foi proposto um planejamento fatorial completo 2%, contendo 4 ensaios e 3 pontos
centrais, totalizando 7 ensaios, utilizando as pressGes nas quais foram obtidos os melhores
resultados de GSH na primeira etapa.

As variaveis estudadas foram a pressdo e a velocidade de reciclo celular. Apds a
primeira etapa (ensaios somente com variagdo de pressao), foram dispostos junto ao “air-lift”
2 pares de imds compostos por ferrite com dimensdes (16 x 2 cm) distanciados a 1,0 cm entre
si. Ao longo das fermentacBes, o meio circulou entre os imas, através da utilizacdo de
mangueiras de silicone (Dexterno 7,0 mMm € Dinermo 5,0 mm), acopladas na entrada e saida da
parte inferior e superior do “air-lift”, promovendo reciclo continuo através de bomba
peristaltica (BP- 600, MILLAN®, BRASIL), com variacdes de 0 a 30 rpm (0-15 cm/s),
permitindo o ajuste do reciclo.

As condi¢des de concentracdo de indculo, meio de cultivo, pH, tempo e temperatura
foram mantidas. Na Tabela 8, tem-se a matriz do delineamento experimental 22, com seus
niveis codificados e reais (entre parénteses) para cada variavel estudada.

Tabela 8:Matriz do planejamento experimental fatorial 22 com seus niveis codificados e reais
(entre parénteses).

Ensaios  Pressdo (kgf/cm?)  Reciclo celular (cm/s)

1PF -1(0,5) -1(3,0)
2PF +1(1,5) -1(3,0)
3PF -1(0,5) +1 (15,0)
4PF +1(1,5) +1 (15,0)
5PF 0 (1,0) 0(9,0)
6PF 0(1,0) 0(9,0)
7PF 0 (1,0) 0(9,0)

Os niveis de inducdo magnética aplicados sobre o meio variaram entre 1,01 a 6,63 mT.
O valor médio de inducdo aplicado sobre o meio foi de 3,02 mT.

Como variaveis de resposta (dependentes) foram avaliados o crescimento celular (g/L)
e a producdo de GSH (mg/L). A analise da matriz das respostas foi realizada atraves do
software Statistica versao 7.0.
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Na Figura 6, segue o esquema geral das fermentacbes com o “air-lift” na segunda
etapa dos ensaios, com reciclo celular e com aplicacdo de CM.

l‘

o |
f ;|

L V=i ]

Legenda:
1- Compressor de ar 4- Mangueiras de silicone
2- Bomba peristéltica 5- Biorreator “air-lift”
3- Imés 6- Manometro

Figura 6: Layout simplificado das fermentagdes no “air lift” com aplicagdo de campos
magnéticos.

Figura 7: Foto do “air-lift” conectado as mangueiras em conjunto com a bomba peristéltica,
passando por entre o par de imas nos ensaios com aplicacdo de campos magnéticos.
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Figura 8: Reciclo celular através da bomba peristéltica (0 a 30 rpm) com aplicacéo de
campos magnéticos

Figura 9: Magnetizador com par de imas para geracdo dos campos magnéticos.

4.7 Metodologia Analitica
4.7.1 Determinacgdo da concentracédo celular

A determinacdo da concentracdo celular foi feita por espectrofotometria, através da
leitura da absorbancia do meio de cultura a 600 nm utilizando o espectrofotometro (BEL
photonics 1105, TECNAL®, Campinas/Brasil). Todas as amostras foram homogeneizadas em
vortex por 1 min e colocadas em cubetas de vidro para leitura direta no espectrofotdmetro.
Quando necessario (apresentando turbidez acentuada), a amostra foi diluida com agua
destilada. O sobrenadante obtido apds a centrifugacéo foi utilizado como branco para eliminar
a interferéncia de coloracdo do meio de cultivo. As analises foram realizadas em triplicata.

Para obter a concentracdo celular (g/L) foi feita uma curva padrdo (anteriormente),
sendo a levedura cultivada nas mesmas condic¢des do inoculo. Apos 24 h de incubagdo, 5 mL
do meio foi centrifugado a 4000 rpm por 20 min e o0 sobrenadante descartado. O centrifugado
(massa celular) foi lavado trés vezes com agua destilada seguindo de secagem em estufa a
105°C até seu peso constante. No restante do meio fermentado foram realizadas diferentes
diluigdes com &agua destilada e em cada uma delas foi determinada a absorbancia por
espectrofotometria. Com base nos resultados de massa celular seca foi determinada a
concentracdo celular para cada diluicdo. A partir destes dados foi plotado o grafico da
absorbancia versus concentracao celular e obtida a curva padrdo para célculo da concentracao
celular (g/L).
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4.7.2 Determinacéo de pH

A determinacdo do pH de cada amostra foi realizada através da leitura direta no
potenciébmetro de bancada (PHS-3B PHTEK®, Sdo Paulo/Brasil), apo6s calibracdo do
aparelho com os padrdes 4,0 e 7,0, respectivamente.

4.7.3 Determinacdo da concentracdo de glicose residual (consumo de substrato)

A concentracdo de glicose foi determinada pelo método da glicose oxidase-peroxidase
utilizando o “kit” enzimatico e colorimétrico (LABORLAB®, Guarulhos/Brasil). As leituras
foram realizadas no espectrofotdmetro (BEL photonics 1105, TECNAL®, Campinas/Brasil).

Para a determinacdo da glicose residual foi utilizado o sobrenadante das aliquotas
centrifugadas que foram retiradas durante as fermentacdes. As amostras foram diluidas em
agua destilada de acordo com a sua concentracdo. Em tubo de ensaio, colocou-se 10 ulL da
solucdo diluida e 1,0 mL do reativo: glicose oxidase (GOD)-peroxidase (POD). A mistura foi
incubada em banho-maria a 37°C por 15 min, as medic¢Ges das absorbancias foram realizadas
a 505 nm, sendo o branco constituido de 10 uL de &gua destilada e 1,0 mL de reativo GOD-
POD. Paralelamente, foi feita a determinacdo do padrdo de concentracdo conhecida (10 uL do
padrdo e 1,0 mL do reativo GOD-POD). A concentracéo de glicose foi obtida dividindo-se a
absorbancia da amostra pela do padrdo, multiplicada pela diluicdo, quando esta era realizada.
As andlises foram realizadas em duplicatas e os resultados da concentracdo expressos em g/L.

4.7.4 Determinacao da concentracéo de glutationa

Para a determinacdo de GSH foi utilizado o método proposto segundo Owens e
Belcher (1965). O meio fermentado foi centrifugado (5 mL) a 3000 rpm por 20 min, o0
sobrenadante separado das células e armazenado congelado para posterior avaliacdo da
glicose residual. As células foram lavadas com agua destilada por trés vezes e centrifugadas a
3000 rpm por 15 min. Uma solucdo de etanol P.A a 40% (v/v) foi adicionada as células e feita
a extracdo de GSH por 2 h a 30°C. Em seguida, as amostras foram novamente centrifugadas
3000 rpm por 15 min.

Em tubos de ensaios foram adicionados 0,5 mL do sobrenadante destas amostras
referentes a extracdo de GSH, 1,5 mL do tampéo fosfato de potéssio (0,5 M; pH 8,0) e 30 uL
de solucdo de DTNB (5,5 -dithiobis-2-nitrobenzoic acid). Ap6s 3 min de reacdo foi feita a
leitura em espectrofotdmetro (BEL photonics 1105, TECNAL®, Campinas/Brasil) a 412 nm.
Paralelamente foi feito o branco da reacdo (duplicata) utilizando a solucdo de etanol a 40%
(VIV).

A quantidade de GSH foi calculada através de uma curva padréo, construida com L-
glutationa reduzida (FLUKA®, JAPAO) as analises foram realizadas em quadruplicatas e seus
resultados expressos em mg/L. Para realizacdo da curva padrdo de GSH foi preparada uma
solugdo de L-glutationa reduzida, dissolvendo-se 0,01 g em HCI 0,01 N (resfriado)
avolumado a 100 mL.

A solucdo de DTNB (FLUKA®, JAPAO) foi preparada adicionando 0,396 g deste
reagente e 0,15 g de NaHCO; dissolvidos em tampéo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0). A
solucdo foi avolumada para 100 mL e armazenada congelada (-15°C) até 0 momento do seu
uso.
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4.7.5 Determinacdo da inducdo magnética

Nos ensaios feitos com aplicacdo de CM, foi utilizado um gaussimetro (PHYNE
TESLAMETER®, 127 V 50-60 HZ 10 VA ALEMANHA), para mensurar 0s niveis de
inducdo magnética entre os iméas, de acordo com a disposi¢do das linhas de magnetismo que
foram aplicadas sob o meio ao longo das fermentacdes.

4.8 Calculos e formulas utilizadas durante as analises

As Equacdes 1 e 2 referem-se as curvas padrdes realizadas inicialmente para fins de
célculos da concentracdo celular e da concentracdo de GSH. Os valores da correlacéo (R?) de
ambos foram de 0,99.

« 0,1296

Concentragéo celular (g/L) = Abs+ 17598 (Equacio 1)
« 0,069

Concentragdo GSH (mg/L) = Abs + 78718 (Equaciio 2)

Através da Equacdo 3 foi calculada a porcentagem da producdo de GSH (%) que
relaciona a massa celular de GSH (g) em relagéo a massa celular (g) para determinado tempo
de fermentacao.

massa GSH (g) *100

GSH (%) = x
) = assa celular (9) (Equagdo 3)

As Equagdes 4, 5, e 6 foram utilizadas para calcular os fatores de conversdo de
substrato em produto (Ypss), substrato em célula (Yxis) e célula em produto (Yex),
respectivamente.

Y, . _ Poon ~Pon_ (Equacio 4
SOh ~ “96h quagao )
Yy = o6n ~ Xon .
Son — Ses (Equagéo 5)
Yoy = Poen - Pon
Xaon ~ Xon (Equacio 6)

As Equacdes 7 e 8 foram utilizadas para calculos da produtividade em célula (Py), que
relaciona a concentracéo celular sobre determinado tempo e em produto(Py), que relaciona a
formagéo do produto sobre determinado tempo.

Px = X— Xon (Equacéo 7)
t (h)

Pp= P— Pon (Equacao 8)
t (h)
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Para comparar os resultados de concentracdo celular e de GSH obtidos nos ensaios
com aplicacdo de CM, em relagdo aos ensaios controle, sem aplicagdo de CM, foram
utilizadas as equacbes 9 e 10. Sendo que o valor de PDC representa a porcentagem de
diferenca da concentracgdo celular com a aplicagdo de CM em relagéo aos ensaios controle e o
valor de PDG a porcentagem de diferenca da concentracdo de GSH com a aplicacdo de CM
em relagéo aos ensaios controle.

CC B Ccc

PDC :( J*lOO (Equacéo 9)

cc

Onde: C¢ = concentragéo celular com aplicacdo do CM
Ccc = concentracao celular do ensaio controle

Ce-Ceo

CG

PDG :[ J*lOO (Equacéo 10)

Onde: C¢ = concentracdo de GSH com aplicacdo do CM
Ccc = concentragdo de GSH do ensaio controle
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) RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Fermentag¢dao no “Air-lift” Somente com Variacdo de Pressdo em Aplicacdo de
Campos Magnéticos

5.1.1 Ensaios com variacéo de pressao no “air-lift”

O objetivo principal desta etapa foi avaliar as respostas quanto ao crescimento celular
das células (g/L), producdo de GSH (mg/L) e consumo de substrato (g/L) da levedura
Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754, sob diferentes condi¢cdes de presséo, no biorreator
“air-1ift” e sem aplicacdo de CM.

Na Figura 10 s&o apresentados os resultados da concentragdo de GSH, celular e
consumo de glicose, realizado no biorreator “air-lift” despressurizado. Na Tabela 21 (anexos)
além destes resultados é apresentado também o acompanhamento do pH ao longo da
fermentacao.
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Figura 10: Fermentagdes no “air-lift” despressurizado, durante 96 h por S. cerevisiae, sem
aplicacdo de CM. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentragéo de glicose
(g/L), (m) e concentracdo de GSH (mg/L).

Na Figura 10 pdde-se observar que a glicose foi totalmente consumida pela levedura
até 28 h de fermentacdo. O pH variou de 4,10 a 5,06.

Quanto ao crescimento celular, seus maiores/estaveis valores foram encontrados nos
intervalos entre 70 a 92 h, obtendo sua maxima concentracdo a 76 h de processo (fase
estacionaria) com 4,15 g/L, sendo esta considerada baixa.

Em relacdo a producdo de GSH, o aumento da producdo s6 comecou de fato a partir de
44 h de fermentagdo. A adi¢do de aminodcidos ocorreu em 28 h, justificando o aumento dos
valores. Nos pontos entre 72 e 76 h, houve pouca variacao, sendo que em 72 h, foi conseguido
seu méximo valor de 74,05 mg/L.

De acordo com os resultados apresentados, o baixo suprimento de ar deste ensaio,
inibiu de certa forma o crescimento celular da levedura, bem como na formacéo da molécula
de GSH, pois em cultivos aerados, ocorre uma maior eficiéncia na transferéncia de massa e
calor.
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Na Figura 11 sdo apresentados os resultados das concentracbes de GSH, celular e
consumo de glicose, realizado no biorreator a 0,25 kgf/cm® Na Tabela 22 (anexos) também
podem ser visualizados todos os valores de pH durante a fermentacao.

180 -4 _ 55 _ 18
160 4 —+— ConcCelular — 50 116
—e— Glicose e
140 - p ] 1
. - 40
120 =" 1 412
o I 435 —
= ] &
£ 100 130 A 102
= . d =
< N 13 B
g 80 \ 425 = {g 3
— . i (5] [<5)
g 2 *Jo g1 ©
5 604 / e, >. S 6y
(©] + C—— 1150 S
~ T -
P 17 1,8
2 410
20 \ I1s 42
.
=) \ .1

T T T T T T T T T T T Ll T T
0 6 12 18 24 30 36 42 48 54 60 66 72 78 84 90 96
Tempo (h)

Figura 11: Fermentagdes no “air-lift” a 0,25 kgf/cm?, durante 96 h de fermentacéo por S.
cerevisiae, sem aplicacdo de CM. Resultados de (+) concentracdo celular (g/L), (e)
concentracéo de glicose (g/L) e (m) concentragcdo de GSH (mg/L).

De acordo com os resultados apresentados na Figura 11, observa-se que a glicose foi
totalmente consumida pela levedura até 28 h de fermentacdo. O pH variou ao longo da
fermentacdo de 4,20 a 5,14. Observa-se que a fase lag foi curta, se comparado ao ensaio
anterior (despressurizado). Na fase estacionaria, observam-se 0s maiores valores de
crescimento celular, permanecendo estaveis até o final da fermentacdo, ndo sendo observada a
fase de declinio. O valor maximo de concentracédo celular chegou a 6,10 g/L.

Na fase de laténcia o crescimento da biomassa foi nulo devido a adaptacdo das células
ao meio de cultura, justificando o pequeno e lento crescimento celular. Na fase exponencial
pdde-se observar que a curva apresentou inclinacdo acentuada, atribuida a fatores e condi¢des
favoraveis ao metabolismo, onde a formacdo de unidades funcionais celulares é méaxima.
Estes resultados sugerem que a eficiéncia de oxigenacdo conferida ao meio foi responsavel
pelo aumento do crescimento celular no biorreator pressurizado.

Esta comparacdo também é reportada na literatura nos experimentos de Miller et al.
(2007) que avaliou a cinética de crescimento de Saccharomyces boulardii em biorreator “air-
lift” sob diferentes aeracdes (1,0 e 1,5 vvm). De acordo com os autores, as velocidades de
crescimento foram superiores nos ensaios com 1,5 vvm, encontrando 3,69 g/L em 12 h,
comparando-se aos ensaios em shaker (sem aeracdo) e com aeracdo de 1,0 vvm, indicando
que existe possibilidades de se conseguir maiores velocidades de crescimento celular,
dependendo da eficiéncia de oxigenacdo fornecida.

Quanto a producdo de GSH, os melhores valores foram encontrados a partir de 52 h,
permanecendo constante até 74 h. Sua méxima concentragdo chegou a 125,98 mg/L em 52 h
de processo. A partir de 74 h, comegou a diminuir a sintese de GSH ou esta foi degradada.
Este comportamento confirma o que é exposto na literatura, que a producdo de GSH nao esta
diretamente ligada ao crescimento celular do micro-organismo, pois nesta mesma fase onde a
concentracdo de GSH diminuiu o crescimento celular permaneceu elevado e constante.
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Na Figura 12 sdo apresentados os resultados da concentracdo de GSH, celular e
consumo de glicose, no ensaio a 0,50 kgf/cm?. Na Tabela 23 (anexos) encontram-se também
os valores de pH monitorados durante a fermentacao.
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Figura 12: Fermentagdes no “air-lift” a 0,50 kgf/cm?, durante 96 h de fermentac&o por S.
cerevisiae, sem aplicacdo de CM. Resultados de (+) concentracdo celular (g/L), (e)
concentracéo de glicose (g/L)e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

Nos dados visualizados na Figura 12 o consumo total de substrato (glicose) ocorreu
entre 24 e 28 h de fermentacdo. O pH apresentou bastante variacdo, de 4,57 a 7,60. O valor
maximo de concentracdo celular foi de 10,83 g/L em 94 h. Para a concentragcdo de GSH
observa-se que ap6s 28 h, correspondente a adicdo dos trés aminoacidos, houve aumento da
concentracdo e manteve-se ao longo da fermentacdo, apresentando valor méaximo a 96 h, com
178,72 mg/L.

Na Tabela 24 (anexos) encontram-se todos os valores monitorados ao longo da
fermentacéo realizado no biorreator “air-lift” a 0,75 kgf/cm? e na Figura 13 s&o apresentados
estes resultados.

De acordo com os valores graficados observa-se que o consumo total de glicose foi
entre 24 e 28 h. Os valores de pH oscilaram de 4,30 a 5,12, néo se diferindo muito dos outros
ensaios. Os maiores valores para concentracdo celular foram a 92 h (11,46 g/L) e 94 h (11,49
g/L). Neste ensaio, a fase estacionaria foi prolongada, sendo este comportamento diferente em
relacdo aos outros ensaios, (com excecdo ao ensaio com 0,25kgf/cm?), porém na fase final
(92, 94 e 96 h) houve aumento no crescimento celular.

A producdo maxima de GSH chegou a 72 h, com 102,39 mg/L e partir deste tempo,
seus valores comecgaram a decair.
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Figura 13: Fermentagdes no “air-lift” a 0,75 kgf/cm?, durante 96 h de fermentacéo por S.
cerevisiae, sem aplicagcdo de CM. Resultados de: (+) concentragéo celular (g/L), (e)
concentracdo de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

Na Figura 14 sdo apresentados os resultados da concentracdo de GSH, celular e
consumo de glicose, realizado no biorreator “air-lift” a 1,00 kgf/cm?®. Na Tabela 25 (anexos),

encontram-se todos os valores observados durante esta fermentacao.

De acordo com o0 exposto na Figura 14, a glicose foi completamente consumida até 28
h e o pH oscilou entre 4,18 a 5,36. O maior valor de concentracdo celular foi encontrado a 75
h com 7,22 g/L, sendo que os valores diminuiram apds esse tempo. A concentracdo de GSH

chegou a 99,33 mg/L em 72 h.
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Figura 14: Fermentagdes no “air-lift” a 1,00 kgf/cm?, durante 96 h de fermentacéo por S.
cerevisiae, sem aplicacdo de CM. Resultados de: (+) concentracéo celular (g/L), (e)
concentracdo de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).
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Os resultados da concentracdo de GSH, celular e consumo de glicose, dos ensaios a
1,25 kgf/cm? podem ser visualizados na Figura 15 e na Tabela 26 (anexos).
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Figura 15: Fermentagdes no “air-lift” a 1,25 kgf/cm?, durante 96 h de fermentacéo por S.
cerevisiae, sem aplicagcdo de CM. Resultados de: (+) concentragéo celular (g/L), (e)
concentracdo de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

Com base nestes resultados a concentracdo celular apresentou seu maior valor de 8,45
g/L em 94 h. Neste ensaio, os valores de crescimento celular mantiveram-se estaveis e com
poucas variagdes a partir de 48 h, podendo-se afirmar que neste tempo ocorreu o inicio da fase
estacionéria.

O maior valor encontrado para a producdo de GSH foi ao tempo de 52 h com 129
mg/L, apds seus valores foram caindo gradativamente. Nesta fermentacdo, o maior valor
encontrado para GSH, foi em tempo mais curto, diferenciando-se das outras fermentacdes,
que obtiveram os maiores valores a partir de 70 h de processo.

Em outro estudo também realizado sob diferentes pressées no biorreator “air-lift” e
com o0 (STR), Pedroso (2003), avaliou o desempenho dos dois biorreatores para producédo de
vinagre de macd por fermentacdo. Quanto ao crescimento celular, o cultivo no “air-lift”
destacou-se com resultados satisfatérios, obtendo uma velocidade especifica de crescimento
médio de 0,14 d* e no STR obteve-se uma média de 0,10 d*, confirmando a superioridade
dos biorreatores de leito fluidizado nas tecnologias que envolvem presses no cultivo de
micro-organismos, em processos fermentativos.

Na Tabela 27 (anexos) pbde-se verificar todos os valores da fermentacdo a 1,50
kgf/cm? e estes valores foram plotados e apresentados na Figura 16. A partir dos dados desta
figura, percebe-se um aumento consideravel no crescimento celular da levedura em estudo.
Os melhores valores foram obtidos a partir de 72 h, permanecendo estaveis até o final do
processo. No tempo de 82 h, foi conseguido a maior resultado para concentracdo celular,
18,24 g/L. Observou-se neste ensaio que a maior pressao conferida ao sistema, foi eficiente
quanto aos mecanismos de reproducdo da S. cerevisiae. Comparando-0 com 0S ensaios
anteriores este foi 0 melhor resultado de concentragéo celular.

Quanto ao consumo de substrato, este foi totalmente consumido entre 27 e 30 h,
segundo os resultados apresentados. Os valores de pH variaram de 4,93 a 7,73.
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Figura 16: Fermentagdes no “air-lift” a 1,50 kgf/cm?, durante 96 h de fermentacéo por S.
cerevisiae, sem aplicagcdo de CM. Resultados de: (+) concentragéo celular (g/L), (e)
concentracdo de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

Neste ensaio a producdo de GSH se mostrou eficiente, pois seu melhor resultado foi
obtido a 72 h de processo com 141,35 mg/L. Em termos industriais, obter o maior resultado
em menor tempo, representa viabilidade econémica, comparando-se com a pressdo de 0,50
kgf/cm?, na qual o melhor resultado foi obtido em 96 h de processo. Pode-se perceber que
algumas pressdes afetam tanto de modo positivo, quanto negativo no crescimento da levedura
em estudo. Sabe-se que a aeracdo é um dos fatores mais importantes para que se obtenha
maior formacdo de massa celular durante um processo fermentativo. A entrada de ar facilita
na agitagdo e aeragdo do meio, promovendo aumento na capacidade de transferéncia de massa
e calor.

Dentre todos 0s ensaios sem aplicacdo de CM, a pressdo de 0,5 kgf/cm? foi a que se
apresentou mais eficiente na sintese da GSH. A aplicacédo de diferentes pressées no cultivo de
S. cerevisiae, promove uma certa tensdo, aumentando o consumo de energia pelas leveduras,
0 que induz a mudancas no metabolismo e consequentemente o acumulo de moléculas
responsaveis pela protecdo celular, referentes a formacgdo de oxigénio singleto (reativo), em
condicdes aerdbias. A GSH é um exemplo dessas moléculas e é produzida intracelularmente e
em condi¢Oes extremas de oxigénio, temperatura e pressao podendo influenciar de modo
significativo sua sintese.

Alguns autores utilizaram o cultivo pressurizado em processos fermentativos. Como
no caso de Dong et al. (2007), que obtiveram em seus experimentos, maior producao de GSH
a 1,0 Mpa por 6 h, se comparado ao cultivo sob pressdo atmosférica. A producdo de GSH em
biorreator “air-lift” se mostrou eficiente, pois sua configuracdo permite maior transferéncia de
massa e calor, possibilitando uma conversdo mais rapida de substrato a produto.

Na Figura 17, seguem os resultados referentes a concentragdo celular (g/L) nos ensaios
com variagdo de pressao.
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Figura 17: Resultados da concentracdo celular (g/L) obtidos nos ensaios com variagdo de
pressao.

Como se pode verificar os resultados apresentados na Figura 17, a pressao no qual foi
produzida a maior concentragéo celular (17,25 g/L) foi a de 1,50 kgf/cm?2 no tempo de 72 h.
Vale ressaltar, que no mesmo tempo obtivemos uma concentracdo de 141,35 mg/L de GSH.
Na fermentagdo a 0,50 kgf/cm? obteve-se concentracéo celular de 13,51 g/L.

Acredita-se que em pressdes adequadas, 0 mecanismo responsavel pela reproducéo
das leveduras, pode ser estimulado, através da aeracdo e pelo aumento no consumo de
energia.

Na Figura 18, seguem os resultados referentes a producdo de GSH (mg/L) nos ensaios
com variacdo de pressao.

200 —m=— 0,00 Kgf/cm’ —@— 0,25 Kgf/cm’ —&— 0,50 Kgf/cm’ —w— 0,75 Kgf/cm®
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Figura 18: Resultados da concentracdo de GSH (mg/L) obtidos nos ensaios com variagdo de
pressao.
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Como se pode observar nos resultados apresentados na Figura 18, todas as
fermentacdes tiveram o comportamento semelhante, iniciando a producdo de GSH a partir de
6 h de fermentacdo, tendo um aumento considerdvel em torno de 15 h, elevando
gradativamente até que certo momento inicia-se a queda, que sucedeu a partir das 72 h. Porém
o0 tratamento que apresentou estabilidade até o final de iniciado processo, foi com a pressdo de
0,50 kgf/cm?, chegando a 178,72 mg/L, no tempo de 96 h.

5.1.2 Produtividade celular e produtividade em GSH

Na Tabela 9 séo apresentados todos os valores de produtividade celular e em GSH
para os tempos de 72 e 96 h, que foram calculados utilizando as equagdes 7 e 8.

Tabela 9: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) nos tempos 72 e
96 h de processo.

Produtividade Celular Produtividade em GSH

(g/L.h) (mg/L.h)
Pressdes (kgf/cm?) 72h 96 h 72h 96 h
0,00 0,05 0,02 1,01 0,49
0,25 0,08 0,06 1,69 0,60
0,50 0,13 0,11 1,80 1,84
0,75 0,08 0,11 1,40 1,09
1,00 0,09 0,07 1,35 0,50
1,25 0,11 0,08 1,32 0,80
1,50 0,24 0,17 1,95 0,89

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 8, a maioria dos melhores valores
encontrados quanto a produtividade celular (g/L.h), foram nos tempos de 72 h, com excecédo a
pressdo de 0,75 kgf/cm?.

O maior valor encontrado foi a 1,50 kgf/cm?, com 0,24 g/L.h e 0 menor no cultivo sem
pressdo, com o valor de 0,05 g/L.h. No tempo de 96 h, o maior e menor resultado foram
encontrados também a 1,50 kgf/cm? e 0,00 kgf/cm?, sendo estes 0,17 g/L.h, e 0,02 g/L.h,
respectivamente.

Quanto a produtividade em GSH (mg/L.h), os maiores valores encontrados foram a 72
h de processo, com excecéo da pressdo de 0,50 kgf/cm?. O maior valor ficou com a presso de
1,50 kgf/cm?, com 1,95 mg/L.h, seguido da pressdo de 0,50 kgf/cm? (1,80 mg/L.h). Com estes
dados, pode-se perceber que a maxima produtividade de GSH ocorre na fase estacionaria de
crescimento celular da levedura, e que a pressdo de 1,50 kgf/cm?, foi superior se comparado a
todas as outras pressdes aplicadas.

Os melhores valores encontrados foram nas maiores pressdes de trabalho, fato que
pode ser justificado pela eficiéncia de aeracdo conferida nas maiores pressdes, aumentando a
eficiéncia de oxigenacdo e consequentemente aumentando o crescimento celular e a
conversao de substrato a produto e acelerando o crescimento celular.
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5.1.3 Porcentagem de GSH e seus fatores de conversdo

Na Tabela 10 sdo apresentados os valores da porcentagem de GSH e seus fatores de
conversdo, tais como: Yps (MQesH/Ogiic), Yxis (Qee/9giic), Yrix (MOash/dear), Obtidos nas
diferentes pressdes estudadas sem aplicacdo de CM.

Tabela 10: Porcentagem de GSH nos tempos 24, 48, 72 e 96 h e seus fatores de conversdo em
96 h de processo.

Glutationa (%0) Fatores de Conversao
Pressbes Ypis Yxis Ypix
(kgffem?) 240 48h72h BN i) (QeeiGid)  (MssiGee)
0,00 2,50 4,44 1,87 2,03 0,87 0,04 19,77
0,25 0,76 1,36 2,13 0,96 1,05 0,11 9,49
0,50 1,10 1,52 1,41 1,65 3,26 0,20 16,52
0,75 0,62 1,16 1,76 0,50 1,01 0,20 4,98
1,00 0,54 0,78 1,45 0,72 0,89 0,13 7,02
1,25 0,63 1,22 1,26 0,99 1,34 0,14 9,74
1,50 1,42 0,82 0,97 0,53 2,64 0,34 14,14

Quanto ao percentual de producdo de GSH, o cultivo a pressdo atmosférica foi
superior a todos as outras pressdes, nos tempos de 24, 48 e 96 h, com 2,50, 4,44 e 2,03%,
respectivamente. No tempo de 72 h, o melhor resultado ficou com a presséo de 0,25 kgf/cm?
com 2,13%.

Em rela%éo a converséo de produto a substrato (Ypss), 0 melhor resultado foi a pressao
de 0,50 kgf/cm®, sendo o valor de 3,26 mgcsH/Jgiic, Seguido com a presséo de 1,50 kgf/cm?,
obtendo 2,64 mggsn/Qgiic.

Quanto ao crescimento de célula em relacdo ao consumo de substrato (Yxs), 0 melhor
resultado foi obtido a pressdo de 1,50 kgf/cm? com 0,34 0eal/gglic, Seguindo das pressdes de
0,50 e 0,75 kgf/cm? ambas apresentando valor de 0,20 Jeel/ Gglic-

E a conversdo de produto por célula (Ypx), 0 melhor resultado foi encontrado sob
cultivo & pressdo atmosférica, com 19,77 mggsn/gea, Seguido pela pressdo de 0,50 kgf/cm?,
com 16,52 mgcs/Jeel-

5.2 Producdo de GSH Com Aplicacdo de Campos Magnéticos
5.2.1 Resultados da determinacdo da inducdo magnética

Os niveis de indugdo magnética variaram entre 1,01 a 6,63 mT. A média aplicada
sobre o meio foi de 3,02 mT.

5.2.2 Ensaios controle (sem aplicagéo de CM)

Na Tabela 11, segue os resultados da concentracdo celular (g/L) nos ensaios controle
(sem aplicagdo de CM). Todos os valores podem ser encontrados nas Tabelas 35 a 39
(anexos).

43



Tabela 11: Resultados da concentracdo celular nos ensaios controle.

- Pressao/ Concentracéo Celular (g/L)
Ensalos  VRC* ™, 241 48 h 72h 96 h
1 0,5/3,0 0,12 2,22 5,36 10,32 10,06
2 1,5/3,0 0,07 4,35 10,78 15,22 14,00
3 0,5/15,0 0,06 3,23 5,86 10,34 9,77
4 1,5/15,0 0,03 5,18 12,34 15,78 15,09
5 1,0/9,0 0,09 2,44 2,70 3,09 2,08

*VRC — velocidade de reciclo celular (cm/s) e pressdo (kgf/cm?)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 11, para o crescimento celular
(g/L), o maior resultado foi encontrado no ensaio 4, com 15,78 g/L a 72 h. Resultados
similares foram obtidos no ensaio 2 (15,22 g/L — 72 h) e também no ensaio 4 (15,09 g/L — 96
h).

Na Tabela 12, seguem os resultados da producéo de GSH (mg/L) nos ensaios controles
(sem CM). Todos os valores podem ser encontrados em anexo nas Tabelas 35 a 39.

Tabela 12: Resultados da produgéo de GSH nos ensaios controles.

. Presséo/ Producdo de GSH (mg/L)
Ensaios  VRC* — gp 24 h 48 h 72h 96 h
1 0530 0,09 44,59 83,67 15554 162,92
2 1530 186 3484 110,65 135,56 70,55
3 05150 096 32,55 72,55 135,77 155,21
4 15150 233 34,66 89,66 113,77 112,88
5 1000 1,07 7,55 22,66 89,66 80,67

*VRC — velocidade de reciclo celular (cm/s) e pressdo (kgf/cm?)

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12 para producdo de GSH, os
maiores valores foram alcancados no ensaiol (162,92 mg/L) em 96 h e no ensaio 3 (155,54
mg/L) em 72 h.

5.2.3 Planejamento experimental fatorial 2°

O planejamento experimental fatorial 22 foi realizado a partir dos melhores resultados
obtido para a producdo de GSH na primeira etapa (sem CM), utilizando as duas melhores
pressées de trabalho (0,50 e 1,50 kgf/cm?), para verificar a influéncia de CM na producéo de
GSH em sistema pressurizado.

As variaveis independentes testadas foram presséo e velocidade de reciclo celular e
seus niveis reais e codificados estdo na Tabela 8. As condicfes de fermentacdo nesta fase tais
como: pHinicial, temperatura, concentracdo de indculo, adigdo de aminoacidos e tempo total de
fermentacdo, mantiveram-se iguais as fermentagdes da primeira etapa (sem CM).

Na Figura 19 e Tabela 28 (anexos) sdo apresentados os resultados da concentracéo
celular, GSH e glicose do ensaio 1PF.
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Figura 19: Fermentagdes no “air-lift” 1PF (0,50 kgf/cm?®e 3,0 m/s), com aplicacdo de CM
durante 96 h de fermentacdo. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentracdo
de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

Com relacéo ao crescimento celular, a maior concentracdo foi em 94 h, com 9,14 g/L.
O pH variou de 4,46 a 5,12. O consumo total de glicose foi atingido entre 32 e 48 h de
fermentacdo. A curva de producdo de GSH foi crescente, atingindo seu valor maximo em 78
h, com 75,81 mg/L.

Na Figura 20 e Tabela 29 (anexos) pode-se analisar os resultados do ensaio 2PF.
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Figura 20: Fermentagdes no “air-lift” 2PF (1,50 kgf/cm?e 3,0 m/s), com aplicacdo de CM
durante 96 h de fermentacdo. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentracdo
de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).

Pode-se observar nos dados graficados referentes a concentracdo celular, que houve
certa instabilidade na curva de crescimento da levedura, ndo permitindo distinguir as fases de
crescimento. A pressdo elevada, em conjunto com o CM, interferiu no desenvolvimento
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celular, de acordo com os resultados. O maior valor encontrado foi de 7,16 g/L em 72 h,
permanecendo com valores proximos até o final do processo. O valor de pH variou de 4,00 a
5,12 e o consumo total de glicose foi observado até 24 h de fermentacdo. Quanto a producao
de GSH, o maior valor foi atingido no mesmo tempo que foi encontrado maior crescimento
celular em 72 h, sendo estes 63,66 mg/L e 7,16 g/L.

Na Figura 21 s&o apresentados os resultados da concentracdo celular, GSH e glicose
do ensaio 3PF, realizado no biorreator “air-lift” e estes valores podem ser mais bem
visualizados na Tabela 30 (anexos).
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Figura 21:Fermentacdes no “air-lift> 3PF (0,50 kgf/cm? e 15 m/s), com aplicagdo de CM
durante 96 h de fermentacdo. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentracéo
de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

De acordo com os resultados na Figura 21, o maior resultado de concentracédo celular
chegou a 4,01 g/L a 90 h, demonstrando uma certa inibicdo, provocado possivelmente pela
velocidade de reciclo celular (15 cm/s). O pH variou de 4,06 a 5,20. A glicose foi
completamente consumida até 28 h. A maior producdo de GSH foi observada a 92 h com
49,70 mg/L.

Na Tabela 31 (anexos) e Figura 22 sdo apresentados os resultados da concentracéo
celular, GSH e glicose do ensaio 4PF, realizado no biorreator “air-lift”.

De acordo com os resultados, o crescimento da levedura foi lento e estavel até 72 h,
apresentando rapido aumento a partir deste tempo, chegando a concentracao de 8,80 g/L em
96 h. A concentracdo de GSH foi praticamente constante durante todo o processo e seu valor
méaximo foi a 72 h com 42,72 mg/L. Quanto ao total consumo de glicose foi observado até 28
h. Os valores de pH variaram entre 4,11 a 5,12.
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Figura 22: Fermentagdes no “air-1ift” 4PF (1,50 kgf/cm?e 15 m/s), com aplicacdo de CM
durante a 96 h de fermentag&o. Resultados de (+) concentragéo celular (g/L), (e)
concentracdo de glicose (g/L) e (m) concentracdo de GSH (mg/L).

Na Figura 23 sdo apresentados os resultados da concentracdo celular, GSH e glicose
do ensaio 5PF e podem ser observados na Tabela 32 (anexos). Este ensaio corresponde a um
dos pontos centrais do delineamento fatorial.
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Figura 23: Fermentaces no “air-lift” 5PF (1,00 kgf/cm?e 9 m/s), com aplicacdo de CM
durante 96 h de fermentacdo. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentracdo
de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).

De acordo com os resultados, a concentracdo celular foi inferior neste ensaio
comparando-se aos outros ensaios com aplicacdo de CM. O maior valor encontrado foi de
2,92 g/L a 44 h de fermentacdo. O valor de pH variou entre 4,37 a 5,26. O consumo do
substrato ocorreu completamente até 28 h de fermentacdo. A concentracdo de GSH teve seu
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valor maximo em 52 h com 35,97 mg/L, continuando seu valor estavel até 70 h
aproximadamente.

Na Figura 24 (e anexos Tabela 33) sdo apresentados os resultados da concentracéo
celular, GSH e glicose do ensaio 6PF.
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Figura 24: Fermentagdes no “air-lift” 6PF (1,00 kgf/cm?e 9 m/s), com aplicacdo de CM
durante 96 h de fermentacdo. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentracdo
de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).

Nos resultados do ensaio 6PF houve uma clara distingdo entre as fases de crescimento
celular e os valores quanto a concentracdo celular permaneceram bem préximos do ensaio
5PF. A fase lag durou de 0 a 20 h, a exponencial de 20 a 28 h e a estacionéria, a partir deste
tempo até o final do processo. A méaxima concentracdo celular ocorreu em 44 h, com 3,10
g/L.

O pH variou de 4,32 a 5,26 e o substrato foi completamente consumido até 28 h. O
maior valor encontrado para a producéo de GSH foi de 34,56 mg/L em 40 h de fermentacéo.

Na Figura 25 e Tabela 34 (anexos) sdo apresentados os resultados da concentracdo
celular, GSH e glicose do ensaio 7PF. Neste ensaio, 0 comportamento quanto ao crescimento
celular ndo se diferiu do ensaio 6PF, sua fase lag durou de 0 a 20 h, a exponencial 20 a 28 h e
a fase estacionaria permaneceu até o final da fermentacdo. Seu valor maximo de concentracdo
celular foi em 70 h, com 3,16 g/L.

Seus valores de pH foram de 4,50 a 5,29. O consumo de glicose foi completo até 28 h
de fermentacdo. O valor de producdo maxima de GSH foi de 35,85 mg/L em 66 h de
processo.
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Figura 25: Fermentagdes no “air-lift” 7PF (1,00 kgf/cm?e 9 m/s), com aplicacdo de CM
durante 96 h de fermentacdo. Resultados de (+) concentracéo celular (g/L), (e) concentracdo
de glicose (g/L) e (m) concentragdo de GSH (mg/L).

Ainda é pouco encontrado na literatura, estudos que verificam a influéncia de CM em
processos fermentativos. Existem muitas contradi¢fes quanto a este tema e estas ocorrem pelo
namero de pardmetros que influenciam os testes, tais como: intensidade do CM, frequéncia,
tempo de exposicao, tipo de célula, tipo de magnetizador, temperatura e estado bioldgico das
celulas.

Os resultados deste trabalho foram de suma importancia, pois demonstraram que a
aplicacdo de CM em sistema pressurizado, influenciou de modo negativo no crescimento
celular e na producdo de GSH. Isso possibilitaria posteriormente o avanco de pesquisas
relacionadas aos métodos relacionados a conservacdo de alimentos, inibindo o crescimento e
acao de micro-organismos deteriorantes e patogénicos.

Nos ensaios realizados por Lopes (2008), testando a influéncia de CM na fermentacéo
alcoolica descontinua e utilizando tubo de ensaio como biorreator, foi verificado que a
presenca de CM pela indugdo magnética maxima, ndo resultou em diferenca significativa nas
condicdes estudadas. A variacdo do rendimento do processo também ndo apresentou diferenca
significativa entre os ensaios realizados com a presenca do CM em ensaios com diferentes
condicdes de concentracBes de glicose e de levedura.

O Unico trabalho encontrado na literatura com aplicacdo de CM para producdo de
GSH foi o de Santos (2008), que utilizando um magnetizador, foram observados efeitos
estimulantes para a produgdo de GSH e de biomassa. As maiores concentracdes 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 fermentagéo, representando incremento de 2,63% e 32,1% em relacdo ao ensaio
controle (sem CM), respectivamente. No mesmo trabalho utilizando bobina para aplicacdo de
CM para a producdo de GSH foram observados alguns efeitos estimulantes. A maxima
concentracdo celular foi 16,3 g/L quando foram aplicados 25 mT por 16 h, isto representou
efeito estimulante de 19,6% em relagcéo ao ensaio controle sem aplicagdo de CM. Nas faixas
estudadas do tempo de exposicdo (8 a 16 h) e inducdo magnética (25,0 a 34,3 mT) nao
ocorreu efeito inibitorio para concentracao celular nas 72 h de fermentacéo. Para os resultados
de GSH apo6s 72 h, um incremento de 39% foi observado, quando aplicado 25 mT por 16 h. A
maior concentragdo de GSH nestas condi¢des foi de 340 mg/L. Em todos os ensaios até 48 h
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de fermentacédo, foram observados efeitos estimulantes devido a aplicacdo de CM nas faixas
estudadas. Para 72 h de fermentac&o foram encontradas trés janelas eletromagnéticas positivas
para a producdo de GSH: 25 mT por 8 h; 25 mT por 16 h e 34,3 mT por 16 h.

Na Figura 26tem-se 0 acompanhamento da concentracdo celular referente a todos os
ensaios nos quais foram aplicados campos magnéeticos.
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Figura 26: Resultados comparativos da concentracdo celular (g/L) das fermentagdes com
aplicacdo de campos magnéticos.

De acordo com o grafico apresentado na Figura 26, o melhor resultado para o
crescimento celular (g/L), com aplicagdo de CM ficou com o ensaio 1PF, no qual se utilizou a
menor pressao e velocidade de reciclo celular (0,50 kgf/cm? e 3,0 m/s), apresentando 9,14 g/L
de concentracgdo celular as 94 h de processo.

Na Figura 27, segue os resultados referentes a producdo de GSH (mg/L) nos ensaios
com aplicacdo de campos magnéticos.
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Figura 27: Resultados comparativos da producdo de GSH (mg/L) das fermentacGes com
aplicagdo de campos magnéticos.
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Para uma melhor visualizacdo comparativa de todos os ensaios que envolveram CM e
velocidade de reciclo celular, foi construido esse gréafico.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 27, em relacdo a concentracao de
GSH, o melhor resultado foi a 0,50 kgf/cm? e reciclo celular de 3,0 m/s (1PF) com 67,24
mg/L a 94 h de processo.

5.2.4 Produtividade celular e produtividade em GSH nos ensaios com CM

Na Tabela 13 tém-se os valores de produtividade celular e de GSH nos ensaios com
aplicacdo de CM.

Tabela 13: Produtividade celular (g/L.h) e produtividade em GSH (mg/L.h) nos tempos 72 e
96 h de processo, nos ensaios com aplicacdo de CM.

Produtividade Celular Produtividade em GSH

(g/L.h) (mg/L.h)
Ensaios (CM) 72 h 96 h 72 h 96 h
1PF 0,09 0,07 0,88 0,62
2PF 0,10 0,06 0,87 0,39
3PF 0,05 0,04 0,40 0,30
4PF 0,10 0,09 0,58 0,31
5PF 0,03 0,02 0,34 0,08
6PF 0,03 0,02 0,33 0,09
7PF 0,04 0,02 0,36 0,08

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13, todos os valores de
produtividade celular no tempo de 72 h, foram superiores aos de 96 h. Dentre eles, 0s ensaios
2PF e 4PF apresentaram os maiores valores de 0,10 g/L.h, sendo estes ensaios realizados a
maior presséo (1,5 kgf/cm?), afirmando que neste trabalho a utilizacdo de pressdo em cultivo
de S. cerevisiae ndo afeta a estrutura celular. Em 96 h os dois maiores resultados foram nos
ensaios 1PF (0,07 g/L.h) e 4PF (0,09 g/L.h).

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). Comparando os resultados com e sem a
aplicacdo de CM, foi observado que ndo houve diferenca significativa entre os ensaios, ou
seja, a aplicacdo do CM de 1,5 T ndo aumentou a concentracgdo celular.

Pichko e Povalyaeva (1996) obtiveram aumento de 12% na concentragdo celular de S.
cerevisiae XII utilizando dispositivo comercial gerador de CM (0,1 T e 40 min). Mehedintu e
Berg (1997) observaram inibigdo de 16% utilizando 0,2 mT e 10 h de aplicagéo 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 concentracao celular foi 30
s, 100 kHz e 2 uT. Nestas condi¢des as concentragdes foram 30% maiores que no cultivo
controle.

Quanto a produtividade de GSH, os melhores resultados também foram encontrados
no tempo de 72 h, isso demonstra que, a producdo de GSH ocorre na fase estacionaria de
crescimento celular. Esta mesma afirmacdo, foi comprovada nos trabalhos de lzawa et al
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(1995) e Suzuki et al (1999). Em escala industrial, seria viavel manter os micro-organismos
nesta fase, pois a formac&o de produto € méxima e isso reduziria custos.

As maiores produtividades em GSH foram nos ensaios 1PF (0,88 mg/L.h) e 2PF (0,87
mg/L.h), nos quais ambos tiveram baixa velocidade de reciclo celular, 3,0 cm/s, podendo
afirmar que quanto menor a velocidade de escoamento, menor serd a turbuléncia e
consequentemente maior serd a producdo de GSH. No tempo de 96 h, os dois maiores
resultados também ficaram com os ensaios 1PF (0,62 mg/L.h) e 2PF (0,39 mg/L.h).

A vantagem da aplicacdo de CM com o uso de imds é o reciclo celular, pois este
sistema facilita o “scale-up”. Alvarez et al (2006) citaram que sdo varios os dispositivos
desenvolvidos para a aplicacdo 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
imés é a flexibilidade para controlar o tempo de exposic¢do, pois 0s imas atuam somente sobre
0 meio que ¢é reciclado independente do tamanho do fermentador. Desta forma, a construcéo
de grandes magnetizadores pode ser evitada.

Motta et al. (2004) avaliaram a aplicacdo de CM estaticos (220 mT por 24 h) gerados
por imds durante o cultivo de S. cerevisiae DAUFPE-1012; a producdo de biomassa foi 3
vezes maior.

Ruiz-Gdémez 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¢cdo de 24 ou 72 h, ndo houve
alteracdes no crescimento celular. Zapata et al. (2005) utilizando aplicacdo de CM de 25 mT
antes de iniciar a fermentacdo com leveduras comerciais de panificagdo (S. cerevisiae),
conseguiram aumento de 14,4% na concentracao celular. Novak et al. (2007) aplicando CM
de 10 mT por 60 min no cultivo de S. cerevisiae CCY 21-4-59, observaram efeitos inibitorios
tanto nos experimentos feitos em placas de petri com agar, como em meio liquido em frascos
Erlenmeyer.

5.2.5 Porcentagem de GSH e seus fatores de conversdo nos ensaios com CM

Na Tabela 14, sdo apresentados os valores da porcentagem de GSH e seus fatores de
conversdo, tais como: Ypis (Mgask/Qgiic), Yxsis (Jeel/Oglic) € Yeix (MGash/Yes), obtidos no
delineamento fatorial nos ensaios com aplicacdo de CM.

Tabela 14: Porcentagem de GSH nos tempos 24, 48, 72 e 96 h e seus fatores de conversao a
96 h de processo para os ensaios com aplicacdo de CM.

Glutationa (%0) Fatores de Conversao
Ensaios Yp/s Y x/s Ypix
(CM) 24h 48h /2h - 96h (MYesh/Ggiic)  (Jee/Ogiic)  (MYash/Gesr)
1PF 3,18 0,50 1,05 0,92 1,05 0,12 8,67
2PF 1,41 1,09 0,89 0,61 0,69 0,10 6,14
3PF - 0,83 1,16 0,81 0,50 0,07 7,37
4PF 1,15 1,98 0,59 0,35 0,54 0,16 3,45
5PF 0,77 0,97 1,28 0,48 0,14 0,03 4,99
6PF 1,09 0,94 1,16 0,59 0,16 0,03 6,07
7PF 1,20 1,15 0,90 0,50 0,13 0,03 4,77
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De acordo com os resultados apresentados quanto a porcentagem de GSH, os maiores
valores foram encontrados em diferentes tempos. No tempo de 24 h, o maior resultado foi
encontrado no ensaio 1PF, com 3,18%; em 48 h no ensaio 4PF, com 1,98%; no tempo de 72 h
no ensaio 5PF, com 1,28%, e por fim, no tempo de 96 h, 0 maior resultado foi no ensaio 1PF,
com 0,92 %.

Comparando estes resultados com o trabalho de Santos (2008), que encontrou 1,4% de
GSH nos tempos de 24 e 48 h em seus ensaios, aplicando CM por imas, estes valores foram
inferiores com excecdo dos ensaios 1PF, que apresentou 3,18% em 24 h e no ensaio 4PF, que
apresentou 1,98 % em 48 h

Para a conversédo de produto a substrato (Ypss). 0 melhor resultado foi no ensaio 1PF
com 1,05 mggsH/ggiic. Quanto ao crescimento de célula por consumo de substrato (Yxss) 0
melhor resultado foi no ensaio 4PF, atingindo 0,16 g.ca/g.qic. Para a converséo de produto por
célula (Ypix) 0 melhor resultado foi no ensaio 1PF, com 8,67 mgasn/Jest, Sendo este inferior
comparando com os resultados da primeira fase (sem CM), os maiores valores encontrados
foram em cultivo a 0,00 kgf/cm2 com 19,77 mQyesn/Qesl.

No trabalho de Liu et al (2004) que cultivaram S. cerevisiae da industria cervejeira, em
fermentador de 15 L, a maior porcentagem encontrada de célula em produto foi 18 mgesn/Qesl,
chegando bem préximo aos valores encontrados na primeira fase dos ensaios (sem CM).

Todos os resultados dos fatores de conversdo encontrados neste trabalho, foram
inferiores, se comparados com o trabalho de Santos (2008), que aplicou 16 h de CM através
de bobinas. Os trés maiores fatores de conversao de substrato em produto, substrato em célula
e célula em produto foram: 6,19 mggsH/Ogiic, 0,30 Q.cal/0.gic © 20,62 mMQgsH/Yeal,
respectivamente.

Neste mesmo trabalho, também foram aplicados CM através de imas, e seus resultados
foram comparados aos ensaios controles. Os ensaios com CM foram superiores ao ensaio
controle, os maiores valores chegaram a 4,88 mggsn/Qgiic para 72 h de CM e 14,00 mggsn/geel
para 48 h de CM, e quanto aos valores de conversdo substrato em célula ndo houve diferenca
entre os resultados.

5.2.6 Resultados da analise estatistica do planejamento fatorial 22

A andlise estatistica realizada a partir do planejamento experimental fatorial 22 foi
realizada para as respostas: concentragdo celular (g/L) e GSH (mg/L), no tempo de 72 h de
fermentacdo, pois neste tempo foram observados as maiores concentracdes. Os resultados dos
coeficientes de regressdo e desvio padrdo dos ensaios estdo apresentados na Tabela 15. O
coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,3824 para a resposta: concentracdao celular, sendo
este um valor pouco satisfatdrio para fins preditivos.

De acordo com a analise do coeficiente de regressdo para a resposta concentracdo
celular (g/L), as variaveis pressdo, velocidade de reciclo celular e a interagdo entre as duas
ndo foram significativas, pois como se pode observar o valor de p foi maior que 0,10 para um
nivel de confianca de 90%. Somente a media obteve valor estatisticamente significativo, p <
0,10. Por esse motivo, ndo foi possivel apresentar a ANOVA, pois ndo tendo resultados
significativos, ndo existe termos a ser incorporada a regressdo para o célculo da analise de
variancia (ANOVA), ndo apresentando uma equagdo que se ajustasse ao modelo e
consequentemente a superficie de resposta.
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Tabela 15: Coeficiente de regresséo e desvio padrdo dos ensaios com aplicacdo de CM para a
resposta concentragéo celular em 72 h.

Coeficiente Desvio

de Regressdo  Padréo t@  p-valor
Média* 4,37 1,03 4,26 0,02
Pressao 1,33 1,36 0,98 0,40
VRC** -0,89 1,36 -0,65 0,56
Pressdo x VRC** 0,94 1,36 0,69 0,54

*Fatores estatisticamente significativos (90% de confianca).
** VRC velocidade de reciclo celular

O resultado da anélise da producdo de GSH foi realizado em 72 h de fermentacéo,
porque neste tempo foram alcancadas as maiores respostas para 0Ss diversos ensaios
realizados. Os coeficientes de regresséo para 0 modelo linear foram determinados e expostos
na Tabela 16. O coeficiente de correlacdo obtido foi de 0,4258 para producdo de GSH, sendo
este valor baixo e pouco satisfatorio para fins preditivos.

Tabela 16: Coeficiente de regresséo e desvio padréo dos ensaios PF para a resposta producao
de GSH em 72 h.

Coeficiente de Desvio

Regress&o padrao L) p-valor
Média* 40,21 7,44 5,40 0,01
Pressao 1,85 9,85 0,19 0,86
VCR** -14,11 9,85 -1,43 0,25
Pressdo x VRC** 3,64 9,85 0,37 0,74

*Fatores estatisticamente significativos (90% de confianca).
** VRC velocidade de reciclo celular

De acordo com os resultados da Tabela 16, as varidveis: pressao, velocidade de reciclo
celular e suas interacdes tiveram p > 0,10, ou seja, sdo variaveis estatisticamente ndo
significativas no nivel de confianca de 90%. O valor da média foi significativo p < 0,10. Para
esse resultado, ndo foi realizado a anéalise de variancia (ANOVA), pois ndo tendo valores
estatisticamente significativos, ndo existe termos a serem incorporados a regressdo. Outro
ponto a se destacar, é que ndo foi possivel obter a equacéo na qual se ajustasse ao modelo, e
consequentemente, ndo foi gerado o grafico de superficie de resposta.

Frente a estes resultados, sugere-se a realizacdo de um novo planejamento para este
processo, com uma maior amplitude, utilizando os pontos axiais, aumentando a presséo de
trabalho e alternando o tempo de exposicdo aos imés. Com isso, pode-se chegar bem préximo
a uma resposta que gere uma equacao que se ajuste ao modelo proposto.
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5.2.7 Comparacdo entre 0s ensaios com e sem aplicacdo de CM

Na Tabela 17 s&o observados os valores em porcentagem da diferenca de concentracéo
celular (g/L), entre os ensaios controles (sem CM) e os ensaios realizados no planejamento
fatorial com CM.

Tabela 17: Porcentagem de diferenca de concentracédo celular (PDC) produzida para os
tempos 24, 48, 72 e 96 h no planejamento fatorial com aplicacdo de CM e sem CM.

e PDC (%)

Nsalos =1 48 h 72h 96 h

1PF 286,61 1973 238,20 31,02
2PF 55,76 65,32 -52,95 -54,83
3PF 55,42 -36,52 73,62 -60,25
4APF 57,72 -87,32 -53,99 41,71
5PF +13,11 + 6,30 -38,83 24,52
6PF -21,25 +10,37 -32,04 -25,00
7PF -24,61 +1,11 -0,65 -12,92

De acordo com a Tabela 17, a aplicacdo de CM promoveu inibicdo na maioria das
condigdes estudadas. No tempo de 24 h, houve o maior estimulo de +13,11% no ensaio 5PF e
maior inibicdo foi no ensaio 1PF (-86,61 %). No tempo de 48 h o maior estimulo ocorreu no
ensaio 6PF, com + 10,37 % e a maior inibicdo foi no ensaio 4PF (-87,32 %). Nos tempos de
72 e 96 h, ndo foi constatado nenhum estimulo, em todos os ensaios houve inibicéo.

Poucos foram os trabalhos que reportaram a inibicdo do crescimento celular através
dos imds. Com excecdo temos o trabalho de Barboza (2002), que utilizando S. cerevisiae
comercial, com intensidade magnética de 31 mT e tempo de exposicao de 30 h, obteve uma
resposta negativa quanto ao desenvolvimento da levedura, chegando a - 30% de inibicao.

Outro trabalho que merece destaque ¢ o de Mehedintu e Berg (1997), que cultivando a
cepa de S. cerevisiae H192, com uma intensidade de CM 0,2 mT (50 Hz) e 0,5 mT (50 Hz),
durante 10 h de fermentacdo, obtiveram inibicéo de - 16% ao final do processo.

Em outra pesquisa que recentemente contribuiu de forma positiva para o
enriquecimento literatura, foi o de Novak et al. (2007), que utilizando a cepa de CCY 21-4-59,
obtiveram resposta inibitdria, sem dados precisos, de acordo com os resultados apresentados.
Este trabalho, veio em contrapartida quanto aos resultados de Santos (2008), que cultivando a
mesma cepa utilizada neste trabalho, e aplicando CM através de bobinas e imas estaticos
(neste caso, o0 mesmo utilizado nesta dissertagdo), foi encontrado efeito estimulante + 43,1 %,
com intensidade de 25 mT e tempo de exposi¢do de 16 h.

Pode-se dizer que a inibicdo ocorreu devido ao stress causado a célula devido a
aplicacdo do CM em concomitancia com a presséo e reciclo celular, alterando mecanismos
responsaveis pelo desenvolvimento celular.

Na Tabela 18, s&o observados os valores em porcentagem da producdo de GSH
(mg/L), entre os ensaios controles (sem CM) e os ensaios realizados no planejamento fatorial
com CM.
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Tabela 18: Porcentagem de diferenca da producdo de GSH (PDG) entre os ensaios controles
(sem CM) e os ensaios realizados no planejamento fatorial com CM para os tempos de 24, 48,

72 e96 h.
Ensaios PDG (%)
24 h 48 h 72 h 96 h
1PF -78,81 -65,08 -56,77 -60,67
2PF -21,84 -63,04 -53,04 -45,19
3PF +39,17 -57,62 -76,62 -79,74
4PF -27,38 -65,38 -62,45 -73,07
5PF +182,91 +22,99 -72,98 -90,69
6PF +178,28 +23,52 -72,84 -88,58
7PF +192,98 +39,06 -69,31 -88,72

Como se pode perceber na Tabela 18, quanto a diferenca de producdo de GSH, entre
0s ensaios com e sem a aplicagdo de CM, observa-se que na maioria dos resultados, as
respostas foram inibitdrias a partir de 72 h de processo. No tempo de 24 h, o melhor resultado
quanto ao estimulo foi no ensaio 7PF (+192,98%). No tempo de 48 h, o maior estimulo foi no
7PF (-39,06%). Para os tempos de 72 e 96 h todos os ensaios apresentaram inibicdo. O
mecanismo que estimula a producdo de GSH esté diretamente relacionado ao estresse causado
por fatores externos, tais como, elevadas temperaturas, estresse osmético, alta concentragdes
de sais, metais pesados e elevadas pressoes.

Neste caso, 0 estresse que promoveu a producao de GSH na primeira etapa do trabalho
pode ter sido a pressurizacdo do fermentador. Na segunda etapa do trabalho com a aplicacéo
de CM, o micro- organismo foi submetido a mais dois tipos de estresse que em conjunto com
a pressao, poderia desencadear rotas metabolicas que estimulariam a sintese das enzimas GSI
e GSII, que sdo responsaveis pela sintese de GSH, porém ndo foi isso o que ocorreu. O
conjunto: pressao, reciclo celular e aplicacdo de CM promoveram reducfes drasticas na
sintese de GSH.

No trabalho de Dong et al, (2007) foi utilizada cepa de S. cerevisiae em cultivo
pressurizado em frascos Erlenmeyer, para producdo das moléculas responsaveis pela protecdo
celular, sendo elas a trealose e GSH. De acordo com os autores, houve aumento consideravel
na producdo em cultivo pressurizado em contrapartida em ar atmosférico, resultando em uma
% de GSH de 103 mgesn/Qcsiuta-

De fato é certo que ainda na literatura, os artigos que tratam a respeito de CM em
processos fermentativos, bem como a aplicacdo de diferentes pressfes, ainda sdo bastante
escassos, sendo necessarias mais pesquisas relacionadas ao tema.
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6 CONCLUSOES

Na primeira fase dos ensaios foram encontradas as melhores pressdes de trabalho. A
pressdo no qual foi obtida a maior concentracédo celular foi de 1,50 kgf/cm2 com 17,25 g/L (72
h). Porém, a fermentacéo a qual se obteve a maior producéo de GSH foi a 0,50 kgf/cm?, com
178,21 mg/L. De acordo com os resultados da primeira etapa, a melhor pressao em estudo foi
a de 0,50 kgf/cm?, pois foi a que foi obtida a maior concentragdo de GSH. Ainda na primeira
fase, as maiores taxas de porcentagem de GSH foram encontradas em cultivo despressurizado
com 4, 44 % em 48 h. Os malores fatores de converséo foram: Yps 3,26 mggsq/ggiic @ 0,50
kgflcm? Yxs a 1,50 kgflcm? com 0,34 g.ca/dgiic € Ypx com 19,77 mgesh/Jesl. Quanto a
produtividade celular, o maior valor encontrados a 72 h foi na presséo de 1,50 kgf/cm 0,24
g/L.h. Quanto a produtividade em GSH o maior valor foi na pressao de 1,50 kgf/cm? com 1,95
mg/L.h em 72 h.

Com esses resultados, pode-se concluir que a utilizagdo do reator “air-lift”
pressurizado, para a produgdo de GSH, pode ser considerada como uma ferramenta inovadora
e eficiente, visto que ainda ndo foi encontrado nenhum trabalho na literatura que utilize esta
configuracdo de reator para producdo de GSH. A pressédo conferida ao sistema, proporcionou
resultados satisfatorios, devido a eficiencia de oxigenacdo e homogeneizacao.

Na segunda fase dos ensaios no planejamento fatorial 2° com aplicacdo de CM, os
melhores resultados foram obtidos a 0,5 kgf/cm?® e com velocidade de reciclo celular de 3
cm/s, apresentando 9,14 g/L de concentracao celular em 94 h e 75,81 mg/L de GSH em 78 h
de processo. Conclui-se a partir disso que, menores valores de pressao e de reciclo celular,
podem influenciar de modo positivo na reproducdo do micro-organismo envolvido e na
producdo de compostos. Acredita-se que a baixa pressdo nao altera a estrutura celular da
levedura e a baixa velocidade de reciclo celular, ndo permite regime de escoamento
turbulento, o que podera causar uma elevada perda de carga e consequentemente a diminuigédo
na producao de GSH.

No cultivo sob pressdo e sem aplicacdo de CM o maior resultado encontrado quanto ao
crescimento celular, foi de 17,25 g/L, em contrapartida, quando houve a aplicacdo de CM, o
maior valor foi encontrado no ensaio 1PF com 9,14 g/L, demonstrando reducdo em 52,98%.

Quanto a producdo de GSH, no cultivo sob pressdao sem aplicagdo de CM, o maior
resultado foi de 178,21 mg/L, e quando aplicado CM, o maior valor encontrado foi de 75,81
mg/L no ensaio 1PF, comprovando uma redugdo de 42,54%. Com esses dados, pode-se
concluir que houve inibicdo no crescimento celular da levedura e auséncia de mecanismos
adaptativos gerados a partir de estresses, levando a diminui¢do na producdo de GSH.

Com os resultados do planejamento fatorial 2° realizado neste trabalho, verificou-se
que nenhuma variavel (pressao e velocidade de reciclo celular) foi significativa ndo sendo
possivel gerar uma superficie de resposta e nem propor um modelo que se ajustasse aos
parametros.

A producdo de GSH em sistema pressurizado se mostrou eficiente e promissora. Seus
resultados quanto a concentracdo celular e producdo de GSH foram proximos aos trabalhos
reportados por outros autores na literatura, apresentando-se como uma nova tecnologia a ser
explorada.

Este trabalho contribuiu para o enriquecimento da literatura a respeito da aplicacao de
CM em processos fermentativos na produgéo de compostos com interesse industrial.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
- Medir a atividade antioxidante da GSH antes e ap0s exposi¢do de CM;

- Produzir GSH no biorreator “air-1ift” a partir de residuos agroindustriais, tais como melaco,
agua de maceracao de milho, soro de leite e de queijo;

- Verificar a morfologia celular das leveduras apds exposicédo a diferentes pressdes e aplicacdo
de CM;

- Produzir GSH em biorreator “air-1ift” com pressdes superiores a 1,50 kgf/cm? em batelada
alimentada com CM;

- Testar outras cepas de S. cerevisiae para producdo de GSH.
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9 ANEXOS

A - RESULTADOS CURVA PADRAO GLUTATIONA E CONCENTRACAO CELULAR

Tabela 19: Resultados médios das absorbancias e concentracao celular (g/L), referente a
curva padréo.

Diluicbes

Média das

absorbancias

Concentracao
celular (g/L)*

[EEN

O© 00 NO O WDN

10

0,151
0,307
0,415
0,515
0,705
0,728
0,810
0,948
1,046
1,155

0,19 +£0,00
0,38 +0,01
0,57 0,00
0,76 + 0,01
0,95+ 0,02
1,15+0,01
1,33 + 0,00
1,52+ 0,01
1,73+0,00
3,80 £ 0,04

"+ Desvio padrao.

Tabela 20: Resultados médios das absorbancias e concentragdo celular (mg/L), referente a
curva padrdo da glutationa.

Diluicbes

Média das

absorbancias

Concentracéao
GSH (mg/L)*

1

0O ~No Oor b Wi

9

0,135
0,283
0,451
0,531
0,640
0,725
0,825
0,913
1,076

0,014 + 0,01
0,028 + 0,00
0,042 + 0,02
0,056 + 0,01
0,070 = 0,03
0,084 + 0,00
0,097 +0,01
0,111+ 0,01
0,126 + 0,05

*+ Desvio padrao.
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B - RESULTADOS DAS FERMENTACOES SOB DIFERENTES PRESSOES

Tabela 21: Resultados no biorreator “air-lift” despressurizado.

Tempo Concentracéo GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,06 0,07 £ 0,005 1,29 £0,001 53,57 £ 0,001
6 5,00 0,25+ 0,003 2,70 £0,003 38,53 = 0,006
20 4,80 0,33+ 0,002 3,99+0,003 24,87 + 0,004
24 4,92 0,32 £ 0,005 5,87+0,003 0,630,000
28 5,00 0,43 £ 0,002 9,15+0,004 0,07 £ 0,007
44 4,80 0,84 + 0,003 29,75 + 0,002 0,00
48 4,60 1,08 + 0,004 43,30 + 0,002 0,00
52 4,36 1,40 + 0,004 43,13 £ 0,053 0,00
68 4,20 3,29 £ 0,002 55,51 + 0,003 0,00
70 4,22 3,96 £ 0,002 68,24 + 0,004 0,00
72 4,17 4,05 + 0,001 74,05 + 0,004 0,00
74 411 4,11 + 0,003 71,41 + 0,002 0,00
76 4,10 4,15 £ 0,002 72,29 £ 0,003 0,00
92 4,13 2,79 £ 0,001 68,53 + 0,008 0,00
94 4,15 2,63 £ 0,001 52,81 £ 0,004 0,00
96 4,10 2,42 + 0,004 48,00 £ 0,006 0,00

* + desvio padrdo

Tabela 22: Resultados obtidos no biorreator “air-lift” a 0,25 kgf/cm?.
Tempo Concentragéo GSH* Glicose*
(h) pH celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 514 0,00 + 0,004 0,76 £ 0,002 54,88 + 0,004
6 5,05 0,07 £ 0,016 534+0,0056 22,65+ 0,003
21 4,53 3,92+0,010 25,88+ 0,004 10,94 + 0,006
24 4,55 4,57 £ 0,002 34,56 +0,002 4,40 £ 0,005
28 4,47 5,01 + 0,003 39,96 + 0,003 0,00
44 4,45 4,89 £ 0,003 51,11 £ 0,001 0,00
48 4,43 4,99 £ 0,002 67,65 + 0,020 0,00
52 4,38 4,77 £ 0,002 125,98 + 0,005 0,00
69 4,32 5,23 + 0,006 116,12 + 0,005 0,00
72 4,28 5,77 £ 0,003 122,69 + 0,002 0,00
74 4,20 5,95 + 0,005 123,40 + 0,008 0,00
76 4,33 5,71 £ 0,003 91,95+ 0,014 0,00
78 4,35 5,54 + 0,004 85,84 + 0,010 0,00
92 4,39 5,06 + 0,002 69,77 + 0,009 0,00
96 4,24 6,10 + 0,003 58,62 + 0,013 0,00

* + desvio padrdo



Tabela 23: Resultados obtidos no biorreator “air-lift” a 0,50 kgf/cm?.

Tempo H Concentracéao GSH* Glicose*
(h) b celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,16 0,09 £ 0,003 1,94 + 0,002 54,36 + 0,004
6 5,07 0,27 + 0,026 9,68 + 0,011 37,69 + 0,005
20 4,87 3,47 £ 0,009 29,62 +£0,005 20,36 + 0,028
24 4,65 3,95 + 0,002 43,59 + 0,003 6,98 + 0,001
28 4,57 4,32 + 0,017 59,32 £ 0,002 0,00
44 4,75 5,13 + 0,005 75,28 + 0,005 0,00
48 4,80 5,36 £ 0,002 81,67 £ 0,002 0,00
52 5,06 6,47 = 0,004 101,33 £ 0,004 0,00
55 5,16 7,44 + 0,006 117,52 £ 0,005 0,00
68 5,32 9,36 + 0,004 120,52 + 0,002 0,00
70 5,49 9,27 £ 0,003 125,21 £ 0,012 0,00
72 5,94 9,32 + 0,002 131,25 + 0,006 0,00
74 6,00 9,56 £+ 0,002 130,84 + 0,004 0,00
76 6,50 9,95 + 0,027 136,36 + 0,003 0,00
92 6,80 10,61+0,001 157,48 +0,004 0,00
94 7,36 10,83+£0,001 166,45+ 0,010 0,00
96 760 10,81+0,001 178,72 £ 0,007 0,00

* + desvio padrdo

Tabela 24: Resultados obtidos no biorreator “air-lift” a 0,75 kgf/cm?.

Tempo oH Concentracéao GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,12 0,20 + 0,003 1,70£0,001 53,76 + 0,000
6 5,08 0,36 + 0,002 3,46 £ 0,005 30,81 £ 0,000
21 4,58 4,36 + 0,006 19,54 + 0,006 6,78 + 0,000
24 4,46 4,49 + 0,003 27,87 £0,003 0,57 £0,000
28 4,40 4,59 + 0,006 29,16 + 0,001 0,00
44 4,30 4,74 + 0,003 34,44 + 0,005 0,00
48 4,36 4,89 + 0,002 56,74 + 0,002 0,00
52 4,40 4,80 + 0,002 82,44 + 0,003 0,00
67 4,60 5,74 + 0,006 85,14 + 0,005 0,00
70 4,63 5,74 £ 0,003 94,76 + 0,003 0,00
72 4,62 5,80 £ 0,002 102,39 £ 0,002 0,00
74 4,66 5,74 £ 0,003 89,01 £ 0,007 0,00
92 4,65 11,46 + 0,004 66,95 £+ 0,012 0,00
94 4,67 11,49 + 0,003 62,37 £ 0,004 0,00
96 4,70 11,13 £ 0,004 56,15 £ 0,002 0,00

* + desvio padrdo
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Tabela 25: Resultados obtidos no biorreator “air-lift” a 1,00 kgf/cm?.

Tempo Concentracao GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 510 0,110,011 1,99 +0,001 53,56 + 0,001
6 4,71 0,270,006 12,17+0,001 38,52 + 0,006
20 436 3,84+0,010 16,32+0,001 24,87 0,004
24 447 390+£0,003 21,12+0,002 0,630,007
28 456 4,09+0006 19,59+0,004 0,07 +0,000
45 418 4,29+0,014 22,23 +0,001 0,00
48 447 452+0,004 35,38 £0,004 0,00
52 420 4,63+£0,002 52,04 +0,002 0,00
55 431 491+0,006 55,97 +0,003 0,00
67 4,60 558+0,003 60,02 +0,004 0,00
70 466 584+0,002 66,650,005 0,00
72 490 6,85+£0,003 99,33+0,019 0,00
75 512 7,22+£0,002 92,64 £0,010 0,00
93 519 6,92+0,005 69,23 £0,009 0,00
96 536 6,91+0,002 49,69 £ 0,007 0,00

* + desvio padrdo

Tabela 26: Resultados obtidos no biorreator “air-lift” a 1,25 kgf/cm?.

Tempo H Concentracéao GSH* Glicose*
(h) P celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,14 0,12 + 0,002 2,17+0,003 57,04 £0,003
6 5,20 0,47 £ 0,002 6,75+ 0,001 34,39 £ 0,004
24 4,60 5,26 + 0,003 33,00 £ 0,005 15,44 +0,018
28 4,69 6,47 £ 0,003 84,08 +0,009 0,77 £0,003
48 4,40 7,88 + 0,010 96,04 + 0,005 0,00
52 4,30 8,24 £0,005 129,00 + 0,006 0,00
55 4,36 7,97 +0,006 102,86 + 0,004 0,00
72 4,40 7,73 £ 0,003 97,11 + 0,008 0,00
74 4,31 8,45 + 0,007 90,30 + 0,005 0,00
76 4,36 7,77 £ 0,006 91,24 + 0,002 0,00
78 4,40 7,75 £ 0,002 91,12 + 0,002 0,00
94 4,46 7,84 £ 0,008 86,78 + 0,009 0,00
96 4,50 7,96 + 0,002 78,57 + 0,006 0,00

* + desvio padrdo
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Tabela 27: Resultados obtidos no biorreator “air-lift” a 1,50 kgf/cm?.

Tempo Concentracéao GSH* Glicose*
(h) pH celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,16 0,03 £ 0,002 1,11 + 0,004 54,88 + 0,006
6 4,93 0,42 + 0,006 5,34 + 0,007 22,65 + 0,011
24 4,98 6,28 + 0,005 89,41 + 0,002 10,93 + 0,003
27 5,20 7,62 £ 0,003 99,69 + 0,020 4,39 + 0,002
30 5,22 9,33 £ 0,002 106,07 £ 0,010 0,00
48 6,00 11,98 + 0,004 115,65 + 0,008 0,00
51 6,35 12,86 + 0,001 114,24 + 0,002 0,00
54 7,00 14,72 + 0,002 125,97 + 0,002 0,00
72 7,12 17,26 + 0,002 141,35 + 0,001 0,00
75 7,16 17,69 + 0,004 107,08 £ 0,003 0,00
78 7,22 17,50 = 0,002 97,34 £ 0,005 0,00
82 7,36 18,24 + 0,005 94,52 + 0,003 0,00
94 7,50 17,56 + 0,008 88,77 £ 0,004 0,00
96 7,76 17,25 £ 0,006 86,89 + 0,002 0,00

* + desvio padrdo
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C - RESULTADOS DAS FERMENTACOES COM APLICACAO DE CM

Tabela 28: Resultados obtidos no delineamento fatorial 2% do ensaio 1PF, a press&o de 0,50
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 3,0 cm/s, com aplicagdo de CM.

Tempo H Concentracao GSH* Glicose*
(h) b celular*(g/L) (mg/L) (/L)
0 5,10 0,03 £ 0,010 4,17+0,002 56,80 £ 0,006
6 5,12 0,10 + 0,010 6,22+ 0,006 43,68 £ 0,013
24 5,09 0,30 £ 0,007 9,45+0,001  28,93+0,014
28 5,00 0,49 + 0,012 19,95+0,007 1,07 £ 0,001
32 4,92 5,52 £ 0,006 26,35+0,009 0,46 + 0,004
48 4,82 5,88 + 0,004 29,22 + 0,006 0,00
52 4,68 6,08 £0,004 36,85 + 0,006 0,00
55 4,52 6,24 £0,006 45,89 + 0,002 0,00
58 4,50 6,19 £ 0,007 51,93 + 0,005 0,00
72 4,52 6,38 + 0,001 67,24 + 0,008 0,00
74 4,49 6,51 + 0,007 70,18 + 0,002 0,00
76 4,46 6,51 £+ 0,001 71,17 £ 0,005 0,00
78 4,50 6,67 = 0,007 75,81 + 0,005 0,00
94 4,52 9,14 £ 0,003 66,13 + 0,003 0,00
96 4,51 6,94 + 0,002 64,07 + 0,005 0,00

* + desvio padréo

Tabela 29: Resultados obtidos no delineamento fatorial 22 do ensaio 2PF, a pressao de 1,50
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 3,0 cm/s, com aplicagdo de CM.

Tempo Concentracao GSH* .

h) pH celular*(g/L) (mg/L) Glicose*(g/L)
0 1,97 0,08 = 0,008 0.94+0002 54,880,008
6 5,00 0.19 + 0,002 816+ 0005 3456+ 0008
20 5,05 1.77 + 0,009 1584+0,008  21.91+ 0,002
24 489 19240011 272340005 0,49 % 0,006
28 476 180+0008 3063 +0,003 0,00

44 433 26340002 3884 %0006 0,00

48 420 37440003 40,90 %0009 0,00

52 416 394+0010 4413+ 0,004 0,00
68 4,00 409+0004 49,63+ 0003 0,00
70 4,05 564+0005 63020005 0,00
72 418 71640005 6366+ 0007 0,00
74 427 65340019  56.33 %0007 0,00
76 450 690+0005 58380005 0,00
78 455 696+0008 56920005 0,00
92 487 698+0005 49930001 0,00
94 5,00 67840003 45710003 0,00
% 5.12 63240004 3867 +0010 0,00

* + desvio padrdo

76



Tabela 29: Resultados obtidos no delineamento fatorial 22 do ensaio 3PF, a pressio de 0,50
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 15,0 cm/s, com aplicacéo de CM.

Tempo oH Concentracéao GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,20 0,04 £ 0,002 3,11 £ 0,002 56,84 + 0,006
6 5,18 0,08 £ 0,006 7,81 £ 0,003 36,41 + 0,004
18 5,00 0,07 £ 0,004 33,56 + 0,005 24,25 £ 0,016
24 4,81 - 45,30 + 0,006 0,76 £ 0,012
28 4,76 1,44 £+ 0,002 44,48 + 0,004 0,37 £ 0,008
42 4,30 3,50 £ 0,013 34,33 £ 0,005 0,00
48 4,12 3,72 + 0,007 30,75 = 0,005 0,00
52 4,16 3,80 £0,013 25,99 £ 0,006 0,00
66 4,06 3,64 £ 0,005 39,08 + 0,003 0,00
70 4,10 3,22+0,011 35,91 + 0,004 0,00
72 4,18 2,73 £ 0,080 31,74 +£0,013 0,00
74 4,24 3,98 £ 0,008 40,96 + 0,011 0,00
90 4,24 4,01 £ 0,006 44,59 + 0,006 0,00
92 4,29 4,00 £ 0,004 49,70 £ 0,011 0,00
94 4,37 3,81 £ 0,005 40,49 + 0,009 0,00
96 4,40 3,88 £ 0,009 31,45 +0,012 0,00

* + desvio padrdo
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Tabela 30: Resultados obtidos no delineamento fatorial 22 do ensaio 4PF, a pressdo de 1,50
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 15,0 cm/s, com aplicacéo de CM.

Tempo H Concentracéao GSH* Glicose*
(h) P celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,06 0,18 £ 0,007 0,71+£0,002 55,0 +0,007
6 512 0,10 £ 0,010 9,98+0,001 29,3+0,010
20 5,00 0,11 £ 0,003 19,01 £0,004 14,4 +0,008
24 4,59 2,19 £ 0,006 25,17 +£0,002 0,5+0,006
28 4,70 0,85 £ 0,010 26,23+0,010 0,1+0,001
44 4,32 0,99 £ 0,002 32,33 £ 0,005 0,00
48 4,11 1,57 £ 0,006 31,04 £ 0,002 0,00
52 4,24 1,74 £ 0,006 31,74 £ 0,002 0,00
68 4,32 2,18 £ 0,028 36,97 £+ 0,006 0,00
70 4,30 3,20 £ 0,004 38,26 + 0,002 0,00
72 4,37 7,26 £ 0,012 42,72 + 0,005 0,00
74 4,46 7,57 £ 0,007 41,78 + 0,003 0,00
76 4,59 7,41 £ 0,004 38,08 £ 0,004 0,00
78 4,67 7,95 £ 0,006 34,56 + 0,004 0,00
92 4,70 8,28 £ 0,006 30,75 £ 0,003 0,00
94 4,74 8,34 £ 0,006 31,39 £ 0,003 0,00
96 4,87 8,80 £ 0,007 30,40 £+ 0,004 0,00

* + desvio padrdo
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Tabela 31: Resultados obtidos no delineamento fatorial 22 no ensaio 5PF, a pressao de 1,00
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 9,0 cm/s, com aplicagdo de CM.

Tempo Concentragéo GSH* Glicose*
(h) pH celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,16 0,08 + 0,003 0,06 + 0,002 53,27 + 0,004
6 5,10 0,05+ 0,001 0,35 £ 0,002 38,78 £ 0,011
20 512 1,83+0,003 11,80 + 0,003 27,98 + 0,004
24 5,00 2,76 £0,008 21,36 £ 0,008 1,22 + 0,008
28 4,92 2,78 £ 0,005 26,52 + 0,003 0,68 + 0,005
40 4,42 2,87£0,009 25,06 £ 0,006 0,00
44 4,37 2,93+0,007 27,05+ 0,004 0,00
48 4,40 2,87£0,006 27,87 £0,004 0,00
52 4,38 2,54+0,003 3597 +0,010 0,00
66 4,42 2,24 +£0,006 31,28 £0,003 0,00
70 4,56 2,06 +£0,002 35,27 £ 0,102 0,00
72 4,72 1,89+0,003 24,23 +0,004 0,00
74 5,00 1,97 £0,009 23,71 + 0,002 0,00
76 5,16 1,88+0,001 23,41 +0,004 0,00
90 5,18 1,90+0,011 18,01 + 0,003 0,00
92 521 1,81+0,004 15,14 + 0,004 0,00
94 5,26 1,17 £ 0,006 9,57 + 0,002 0,00
96 5,23 1,57 + 0,004 7,51 £ 0,005 0,00

* + desvio padrdo
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Tabela 32: Resultados obtidos no delineamento fatorial 2% no ensaio 6PF, a presséo de 1,00
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 9,0 cm/s, com aplicagdo de CM.

Tempo H Concentracéao GSH* Glicose*
(h) P celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 5,08 0,11 £ 0,007 0,41+£0,011 55,49 £ 0,048
6 5,10 0,18 £ 0,010 1,98+ 0,005 37,67+ 0,004
20 511 0,36 £+ 0,008 9,10+ 0,010 25,05+ 0,009
24 5,19 1,92+0,006 21,01+0,007 1,22 +0,007
28 5,00 2,96 £0,006 28,93+0,013 0,59+ 0,005
40 4,90 2,99+£0,008 34,56 +0,011 0,00
44 4,72 3,10+£0,004 29,63 +0,005 0,00
48 4,60 2,98 +£0,004 27,99 + 0,006 0,00
52 4,40 2,86 £0,006 34,21 +0,008 0,00
66 4,32 2,680,010 34,44 +0,007 0,00
70 4,50 2,38+£0,011 30,10 + 0,007 0,00
72 4,71 2,10+£0,006 24,35+0,003 0,00
74 4,76 2,09+£0,006 25,00+ 0,007 0,00
76 5,16 1,92+0,0056 20,19 +£0,010 0,00
90 5,16 1,79+0,017 21,95+0,005 0,00
92 5,30 1,82+0,002 17,25+0,011 0,00
94 5,26 1,85+0,009 12,09 +0,009 0,00
96 5,24 1,56 + 0,010 9,21 £ 0,007 0,00

* + desvio padrédo
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Tabela 33: Resultados obtidos no delineamento fatorial 22 no ensaio 7PF, a pressao de 1,00
kgf/cm? e velocidade de reciclo de 9,0 cm/s, com aplicagdo de CM.

Tempo oH Concentracéao GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 4,96 0,26 £+ 0,007 1,70+ 0,002 55,40 + 0,008
6 4,75 0,16 £ 0,010 2,64 £0,004 35,95+0,003
20 4,50 0,16 £ 0,005 7,34 £0,003 28,78 £ 0,005
24 4,94 1,84 + 0,002 22,12 £0,003 1,73 +0,006
28 4,90 2,01 £ 0,006 26,11+ 0,005 0,76 + 0,008
40 4,87 2,26 £ 0,011 30,10 + 0,003 0,00
44 5,00 2,65 £ 0,006 31,51 +£ 0,003 0,00
48 5,06 2,73 £ 0,006 31,51 + 0,009 0,00
52 5,28 2,99 £ 0,002 35,03 £ 0,002 0,00
66 5,12 3,06 £ 0,005 35,85 + 0,003 0,00
70 5,20 3,16 £ 0,003 31,39 + 0,006 0,00
72 5,10 3,07 £ 0,005 27,52 £ 0,005 0,00
74 5,19 2,87 £ 0,002 27,40 £ 0,003 0,00
76 5,22 2,58 £ 0,006 21,54 £ 0,003 0,00
90 5,26 2,39 £ 0,006 21,42 £ 0,001 0,00
92 5,20 2,17+ 0,004 16,37 £ 0,002 0,00
94 5,29 2,01 £ 0,006 11,68 £ 0,002 0,00
96 5,26 1,81+ 0,003 9,10 £ 0,001 0,00

* + desvio padrédo

81



D - RESULTADOS DAS FERMENTACOES CONTROLE SEM APLICACAO DE
CAMPOS MAGNETICOS

Tabela 34: Ensaio controle a 0,50 kgf/cm?, com reciclo celular de 3,0 cm/s e sem aplicacdo

de CM.
Tempo H Concentracao GSH* Glicose*

(h) b celular*(g/L) (mg/L) (g/L)

0 5,08 0,12 £+ 0,006 0,09+£0,002 55,66 + 0,004
6 5,12 0,34 £ 0,012 4,68 £0,011 39,40 + 0,005
20 4,90 1,47 £ 0,020 12,62 £ 0,005 23,52 + 0,028
24 4,87 2,22+0,016  44,59+0,003 10,27 £0,001
28 4,88 3,10 £ 0,015 62,38 £ 0,002 2,08 + 0,000
44 4,80 4,33 £ 0,008 77,21 £ 0,005 0,00

48 4,86 5,36 £ 0,009 83,67 £ 0,002 0,00

52 4,90 577+0,016 112,03 + 0,004 0,00

68 5,03 6,66 £ 0,003 129,62 + 0,002 0,00

70 5,00 10,27 £ 0,002 133,04 £ 0,012 0,00

72 512 10,32 £ 0,003 155,54 + 0,006 0,00

74 5,29 10,20 £ 0,002 166,77 £ 0,004 0,00

92 5,30 10,12 £0,011 160,21 + 0,004 0,00

96 5,38 10,06 £ 0,010 162,92 £ 0,007 0,00

* + desvio padrdo

Tabela 35: Ensaio controle a 0,50 kgf/cm?, com reciclo celular de 15,0 cm/s e sem aplicagdo

de CM.
Tempo oH Concentracao GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 4,94 0,06 £ 0,003 0,96 £ 0,002 53,91 +0,020
6 5,01 0,10 £ 0,026 1,90+0,011  38,80+0,011
20 5,06 2,44 +£0,009 20,14 +0,005 24,45+ 0,009
24 4,90 3,23+0,002 32,55+0,003 16,77 £0,005
28 4,92 433+0,017 37,44+0,002 2,07 +0,000
44 4,98 5,00+£0,006 56,71 £ 0,005 0,00
48 5,00 5,86 +£0,002 72,55+ 0,002 0,00
52 5,12 6,85+ 0,004 96,66 + 0,004 0,00
68 5,11 9,24 £0,004 112,79 + 0,002 0,00
70 521 9,32+£0,003 125,21 +0,012 0,00
72 5,16 10,34 £ 0,002 135,77 £ 0,006 0,00
74 511 - 167,88 + 0,008 0,00
92 5,10 10,00 £ 0,001 170,05 £ 0,004 0,00
94 5,08 9,81+£0,001 160,03 +0,010 0,00
96 5,02 9,77+£0,001 155,21 + 0,007 0,00

* £ desvio padrdo
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Tabela 36: Ensaio controle com presséo de 1,0 kgf/cm?® com velocidade de reciclo celular de

9,0 cm/s e sem aplicacdo de CM.

Tempo oH Concentracao GSH* Glicose*
(h) celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
0 4,99 0,09 £ 0,009 1,07 £ 0,008 55,07 + 0,008
6 4,87 0,16 £ 0,016 2,77 £0,007 40,77 £0,010
20 4,75 0,23 £0,012 568+0,019 20,12 £ 0,020
24 4,70 2,44 + 0,035 7,55 £ 0,008 9,50 £ 0,012
28 4,87 2,23 £ 0,007 9,66 £ 0,006 3,67 +£0,010
40 4,93 3,67 £ 0,020 12,88 £0,004 0,70+ 0,000
44 5,12 2,67 + 0,006 18,44 + 0,005 0,00
48 511 2,70 £ 0,012 22,66 £ 0,010 0,00
52 5,22 2,87 £ 0,008 37,66 £ 0,011 0,00
66 5,24 3,01+£0,012 66,77 £ 0,012 0,00
70 5,33 3,05+0,011 79,83 £0,018 0,00
72 5,45 3,09 £ 0,010 89,66 + 0,020 0,00
74 5,34 2,99 £ 0,007 105,89 £+ 0,001 0,00
76 5,22 2,65 £ 0,007 121,54 + 0,002 0,00
90 5,30 2,57 £ 0,005 135,42 + 0,002 0,00
92 5,29 2,20 £ 0,003 122,37 £ 0,004 0,00
94 5,15 2,25 £ 0,005 111,80 £ 0,004 0,00
96 517 2,08 £ 0,003 80,67 £+ 0,006 0,00

* + desvio padrédo
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Tabela 37: Ensaio controle com presséo de 1,5 kgf/cm? com velocidade de reciclo celular de

3,0 cm/s e sem aplicacdo de CM.

Tempo Concentracao GSH* Glicose*
(h) pH celular*(g/L) (mg/L) (g/L)
5,05 0,07 £ 0,008 1,86 + 0,009 52,78 £ 0,002
4,98 0,26 £ 0,010 4,88 £ 0,012 29,77 £ 0,009
24 4,90 4,35+ 0,011 34,84 £+ 0,009 18,77 £ 0,008
28 4,82 6,55+ 0,011 57.33 £ 0,005 5,66 £ 0,004
44 4,80 8,66 £ 0,008 98,07 £ 0,004 0,00
48 4,70 10,78 £ 0,004 110,65 £ 0,006 0,00
52 4,59 15,77 £ 0,005 123,87 £ 0,007 0,00
70 4,68 16,43 £ 0,006 127,90 £+ 0,005 0,00
72 4,76 15,22 + 0,005 135,56 + 0,009 0,00
74 4,79 15,08 £ 0,005 130,77 £ 0,005 0,00
78 4,85 15,00 £ 0,003 100,65 * 0,006 0,00
90 5,07 14,29 £ 0,002 90,21 £ 0,003 0,00
92 5,12 14,23 £ 0,009 89,56 £ 0,002 0,00
96 5,33 14,00 £ 0,008 70,55 £ 0,001 0,00

* + desvio padrédo

Tabela 38: Ensaio controle a 1,5 kgf/cm? com velocidade de reciclo celular de 15 cm/s, sem
aplicacdo de CM.

Tempo Concentragéo GSH* Glicose*
(h) pH celular*(g/L) (mg/L) (/L)

0 514 0,03 + 0,007 2,33+0,009 55,22 + 0,009
6 5,00 0,34 + 0,005 4,56 + 0,007 38,63 + 0,06
24 4,96 5,18 £ 0,003 34,66 £ 0,002 14,90 £ 0,013
28 4,89 7,90 £ 0,002 56,77 £ 0,013 1,89 + 0,010
44 4,71 9,69 £ 0,006 77,89 £ 0,011 0,50 + 0,000
48 4,66 12,34 + 0,004 89,66 + 0,011 0,00

52 4,70 12,89 + 0,002 98,69 + 0,008 0,00

70 4,78 14,00 + 0,002 108,60 + 0,007 0,00

72 4,90 15,78 + 0,006 113,77 + 0,002 0,00

74 4,99 15,23 £ 0,010 126,66 + 0,008 0,00

78 5,08 15,06 £ 0,011 138,99 + 0,005 0,00

90 5,08 15,14 £ 0,013 135,77 £ 0,006 0,00

92 5,12 15,18 £ 0,012 127,66 £+ 0,004 0,00

96 5,23 15,09 £ 0,009 112,88 + 0,006 0,00

* + desvio padrdo
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