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A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um dos melhores modelos de sistema
eucariotico unicelular, pois seu metabolismo, semelhante ao de eucariotos superiores,
com mecanismos proprios de ativacdo metabdlica (citocromo P450) tornam este
microorganismo uma valiosa ferramenta de estudo do metabolismo e fisiologia celular.
Esta levedura destaca-se por realizar uma rapida conversao de agucar a etanol e CO,. O
controle da concentragdo inicial de aglicar em valores baixos impede a fermentagao,
porém elevados valores de concentracdo promovem a repressdo catabolica,
acompanhada da diminuicdo do rendimento em biomassa. H4 um interesse especial em
controlar fluxos metabolicos bem como avaliar a relagdo entre o consumo de glicose € o
ciclo celular, que ¢ determinado pelo numero de divisdes que a levedura realizou,
através das cicatrizes de quitina deixadas pelo processo de gemulagdo. Yarrowia
lipolytica é uma levedura estritamente aerdbia com alta capacidade de gerar produtos de
alto valor agregado (grande interesse industrial) como lipases, acido citrico e proteinas
unicelulares, além de vérias enzimas como lipases, proteases, esterases e fosfatases.
Atualmente a utilizagdo mais importante dessa levedura ¢ a produgdo de lipases devido
a ampla aplicabilidade desse produto, como por exemplo, degradacdo de Oleos e
gorduras. Células de Y. lipolytica apresentam lipases extracelulares e ligadas a célula.
Células eucaridticas podem responder a uma variedade de estresses ambientais tais
como disponibilidade de nutriente, entre outras (pH, temperatura, agitacdo, etc.).
Respostas celulares a estresse elétrico foram estudadas no presente trabalho. Foi
constatado através dos resultados uma melhoria no consumo de substrato e “excre¢ao”
de lipase e etanol. Além disso, notou-se que esse tipo de estresse ndo prejudica a

viabilidade celular.
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The yeast Saccharomyces cerevisiae is one of the best models of unicellular
eukaryotic system, because your metabolism, similar to higher eukaryotes, with their
own mechanisms of metabolic activation (cytochrome P450) make this organism a
valuable tool for studying the cellular metabolism and physiology. This yeast stands out
for producing a rapid conversion of sugar to ethanol and CO,. The control of the initial
concentration of sugar in low values prevent fermentation, but high concentration values
promote catabolite repression, accompanied by a decrease in biomass yield. There is a
special interest in controlling metabolic fluxes and to evaluate the relationship between
the consumption of glucose and the cell cycle, which is determined by the number of
divisions that yeast made by the chitin scars left by the process of budding. Yarrowia
lipolytica is a strictly aerobic yeast with high ability to produce products of high added
value (large industrial interest) as lipases, citric acid and single cell proteins, and
various enzymes such as lipases, proteases, esterases and phosphatases. Currently the
most important use of this yeast is the production of lipase due to the wide applicability
of this product, such as degradation of oils and fats. Cells Y. lipolytica lipases present
and connected to the cell. Eukaryotic cells can respond to a variety of environmental
stresses such as nutrient availability, among others (pH, temperature, agitation, etc.).
Cellular responses to electric stress were studied in the present work. It was found
through the results an improvement in consumption of substrate and "excretion" of
lipase and ethanol. Moreover, it was noted that this kind of stress does not affect cell

viability.
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Capitulo 1 -  Introducéao

A maioria dos bioprocessos de interesse industrial envolve o cultivo de
microrganismos € o acumulo de seus produtos, como antibioticos, vitaminas, enzimas,

acido acético, acido citrico, entre outros.

Nas ultimas décadas observou-se um aumento maci¢o no uso de leveduras como
modelo de organismo eucarioto para o estudo de fenomenos celulares fundamentais, em
parte devido ao aumento dos conhecimentos a cerca de seu genoma, principalmente da
espécie Saccharomyces cerevisiae que ¢ mais amplamente utilizada e por isso
categorizada no grupo das leveduras ‘“convencionais”. Além disso, leveduras
consideradas “nao-convencionais”, diferenciando-se fisiologica, morfologica e
geneticamente dos modelos tradicionais, vém também ganhando espaco. A levedura
Yarrowia lipolytica é a espécic mais estudada do grupo das leveduras “ndo-
convencionais” principalmente por ndo apresentar patogenicidade (Barth e Gaillardin,
1997, Fickers et al., 2005). Atualmente tem sido utilizada como modelo para o estudo
de excrecdo protéica, biogénese de peroxisoma, dimorfismo (Kawasse et al., 2003),
degradac¢ao de substratos hidrofobicos ¢ em muitos outros aspectos (Fickers et al.,
2005). Recentemente, a sequéncia total dos seis cromossomos de Y. lipolytica foi
determinada permitindo sua admissao nos estudos de genoma, transcriptoma e proteoma
(Fickers et al., 2005).

Yarrowia lipolytica é uma levedura estritamente aerdbia e apresenta dimorfismo,
ou seja, a habilidade de crescer tanto na forma redonda, como em pseudo-hifas, se
diferindo dos modelos tradicionais, como Saccharomyces cerevisiae. Além disso,
possui a capacidade de gerar produtos de grande interesse industrial como lipases, acido
citrico e proteinas unicelulares. A utilizagdo mais importante dessa levedura ¢ a
producao de lipases devido a ampla aplicabilidade desse produto, essas lipases sdo de
origem tanto intra quanto extracelular (Ota et al., 1982). Porém essa levedura também

secreta outras enzimas, como proteases, esterases e fosfatases.

Células eucaridticas podem responder a uma variedade de estresses ambientais
tais como disponibilidade de nutriente, entre outras (pH, temperatura, etc.). Respostas
celulares quando submetidas a estresse elétrico tém sido estudadas em Biotecnologia
(Bartlett et al., 1997), técnicas bioanaliticas (Lotzbeyer et al., 1996; Ci et al., 1997;
Gheorghiu e Asami, 1998) ¢ com propoésitos médicos (Chen et al., 1998; Veiga et al.,
2005).

Campos magnéticos de baixa freqiiéncia (300 Hz) e baixa intensidade (menos de

1 Gauss) induzem variagdes no comportamento celular muito semelhantes com as



obtidas ao aumentarmos a temperatura do meio (choque térmico). Entre essas alteragdes
podemos citar uma maior producdo da Hsp70; uma indugdo a expressdo dos genes de
estresse; estimulo a resisténcia tempordria das células a outras formas de estresse.
(Goodman, R., Blank, M. 1998).

E interessante notar que campos magnéticos vém sendo usados desde a década
de 70 para a cura de ossos fraturados ndo unidos. Essa técnica promove um grande
aumento na concentracdo das Hsp das células das cartilagens, tendo por tanto sua
explicagdo teorica baseada no estresse por campo magnético (Goodman, R., Blank, M.
1998).

Araujo et al., 2004 avaliaram a magnitude do potencial elétrico a ser aplicado e
demonstraram que uma baixa tensao aplicada por periodos maiores de tempo (acima do
tempo de geracdo da célula) possibilita uma maior permeacdo de nutrientes para o
interior das células de Saccharomyces cerevisiae. A utilizagdo do potencial também
conduziu a alteragdes no ciclo celular, na taxa de consumo de actcar e no perfil

temporal na produgao de etanol (Rocha-Ledo et al. 2005).

Adicionalmente, Araujo et al. (2004) constataram oscilagdes na cultura de
Saccharomyces cerevisiae quando submetida a estimulos elétricos. Os autores
observaram por microscopia oOticas células menores quando a cultura era submetida a
crescimento sob potencial elétrico se comparada a experimentos controle (sem aplicagdo
de potencial). Operando com bateladas com cortes, 0 maior consumo de glicose apds a
2% batelada também foi observado (Oliveira et al., 2007).

Portanto ¢ bastante plausivel propor-se que a aplicagdo do campo elétrico a uma
célula viva promova respostas metabolicas semelhantes aquelas ligadas a outros tipos de

estresses.

Neste trabalho estudou-se o efeito da aplicacdo do potencial elétrico no cultivo
de duas leveduras: Saccharomyces cerevisiae e Yarrowia lipolytica, visando aumento da

produgdo de etanol e a melhoria da producao de lipase, respectivamente.



Capitulo Il - Objetivos:

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do potencial eletroquimico em
dois diferentes tipos de leveduras (Saccharomyces cerevisiac € Yarrowia lipolytica),

visando a melhor producdo de etanol e lipase respectivamente, utilizando para a
monitoracéo do processo parametros morfoldgicos e fisiologicos.

Os objetivos especificos foram:

a) Para Yarrowia lipolitica, avaliagdo dos dois diferentes tipos de potenciais elétricos

aplicados (0,75 V e 1,0 V) em comparacdo com o controle, através de:
e Analise do crescimento celular.
e Analise do consumo de substrato.
e Analise da produgdo de lipase.
e Estudo da viabilidade celular ao longo do experimento.

e Estudo da formagao de hifas ao longo do experimento.

b) Para Saccharomyces cerevisiae, avaliacdo da aplicagdo de potencial elétrico em

comparagdo com o controle, através de:
e Analise do crescimento celular.
e Analise do consumo de substrato.
e Analise da producdo de etanol.

e Avaliagdo morfoldgica do ciclo celular.



Capitulo Il - Reviséao Bibliografica

III.1 LEVEDURAS

[1.L1.1 Caracteristicas gerais

As leveduras sao microrganismos predominantemente unicelulares, amplamente
distribuidos na natureza e pertencentes ao reino Fungi. S3o caracteristicamente esféricas
ou ovais. Apresentam, parede celular, nutricdo heterotréfica através de absorcdo dos
nutrientes, reproducao sexuada através de células especializadas denominadas esporos,
e auséncia de motilidade, entre outras. Diferenciam-se dos demais fungos por possuirem
um talo predominantemente unicelular, realizarem a reproducdo assexuada por
brotamento ou fissdo, nao serem filamentosas e ndo formarem corpos de frutificacao
(Kurtzman e Fell, 1998).

Sao microrganismos capazes de crescimento aerdébio ou anaerdbio facultativo,
podendo utilizar o oxigénio ou um componente organico como aceptor final de elétrons,
0 que os torna capazes de sobreviver em diferentes condigdes ambientais. Na auséncia
de oxigénio as leveduras fermentam os carboidratos e produzem etanol e dioxido de
carbono, sendo uteis em processos industriais principalmente na area de alimentos
(Aidoo et al ., 2006; Moreno-Arribas e Polo, 2005).

Quanto a composicdo quimica das leveduras, elas apresentam de 68% a 83% de
agua além de substancias nitrogenadas, carboidratos, lipidios, vitaminas, minerais entre
outros. Assim como qualquer forma de vida, as leveduras necessitam de fatores fisicos e
quimicos importantes indispensaveis para seu crescimento e reproducdao. Alguns
elementos sdo basicamente necessarios, como agua, fontes de carbono e nitrogénio,

oxigénio e minerais (Tortora et al., 2002).

Madigan et al. (2007) demonstraram que as leveduras dependem de fontes de
carbono organico para seu crescimento e obtencao de energia, sendo os carboidratos os
nutrientes de maior importancia. Alguns agucares simples como a glicose, frutose e
manose sdo assimiladas pela maioria das espécies estudadas, enquanto que alguns
oligossacarideos, polissacarideos, dlcoois primarios, poliois, acidos organicos, pentoses,
tetroses, hidrocarbonetos e lipideos sao utilizados seletivamente por algumas espécies.
O carbono pode ser fornecido as leveduras na forma de acucar, aldeidos, sais de alguns
acidos organicos, glicerina ou etanol, e ocasionalmente de alguma outra forma,

dependendo do tipo da levedura. Ao considerar os acglicares como fonte de carbono, ¢



importante lembrar a diferenca que existe entre a capacidade de uma levedura em

assimilar um agucar e sua capacidade de fermentar o mesmo agucar.

Diferencas na fermentagdo e assimilagdo de compostos de carbono sdo critérios
importantes na taxonomia e identificacdo de leveduras, pois estes microrganismos
apresentam uma variacdo na habilidade de fermentagdo de agucares. Alguns grupos
apresentam fermentagdo vigorosa da glicose como Kluyveromyces, Saccharomyces,
Torulaspora e Zygosaccharomyces, enquanto outros, como Lipomyces e
Sterigmatomyces sdo estritamente nao-fermentativos (Walt and Yarrow, 1984).

[11.1.2 Importancia econémica das leveduras

A importancia industrial das leveduras vem se estendendo além da fermentagao
tradicional. Atualmente, os produtos da biotecnologia a partir de leveduras afetam
muitos setores comerciais importantes, como as industrias de alimentos, bebidas,
biocombustiveis, produtos quimicos, enzimas industriais, produtos farmacéuticos,
produtos agricolas e o ambiente. Tem-se a previsdo de que a produ¢do tradicional de
alcool etilico, por industrias cervejeiras, vinicolas, industrias de bebidas destiladas e de
combustiveis, ¢ a produ¢ao de biomassa, pela industria alimenticia, irdo continuar a
fornecer a maior quantidade de produtos fermentados do mundo. Esta suposi¢ao esta
basecada no fato de que a levedura Saccharomyces cerevisiae é responsavel pela
produgdo dos principais produtos de fermentagdo (em termos de tonelagem mundial por
ano), isto ¢, 60 milhdes de toneladas de cerveja, 30 milhdes de toneladas de vinho,
800.000 toneladas de proteina microbiana (SCP — single cell protein) e 600.000

toneladas de fermento de pao (Pretorius et al., 2003).

O consumo de alimentos fermentados vem aumentando desde a década de 1970,
e inclui alimentos como produtos lacteos (iogurtes, queijos, soro de leite), salsichas,
bebidas fermentadas alcoodlicas, vegetais, frutas, molhos, entre outros. Um dos motivos
do aumento do consumo ¢ que estes alimentos sdo considerados naturais e saudaveis
(Giraffa, 2004).

[11.2 Yarrowia lipolytica

Yarrowia lipolytica ¢ um microrganismo estritamente aerobio, eucariotico, do
reino Fungi, pertencente a classe dos Ascomicetos, subclasse Hemiascomicetos,
anteriormente conhecida como Candida lipolytica pertencente a familia Dipodascaceae.

Foi originalmente classificada como Candida lipolytica e depois reclassificada como



Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e, finalmente, Yarrowia
lipolytica (Barth e Gaillardin, 1997).

E uma espécie das chamadas leveduras “ndo-convencionais”, cuja pesquisa
cientifica e tecnologica estd em plena ascensdo. Consiste em um interessante objeto de
estudo para a pesquisa basica devido as varias lacunas existentes no conhecimento de
seu metabolismo, diferentemente do que ocorre com as leveduras convencionais
Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe. Paralelamente, seu estudo
também tem atraido grande interesse na area biotecnoldgica por possuir a capacidade de
excretar diversos metabdlitos em grande quantidade — 4cidos orgéanicos e proteinas
extracelulares — sendo muito usada para superexpressdo e secrecdo de proteinas
especificas (Barth e Gaillardin, 1997). Na maioria das leveduras “ndo-convencionais”,
como Y. lipolytica, em contraste com S. cerevisiae, a respiracdo em presenca de
oxigénio ¢ essencial para o uso de aglicares ¢ sendo aerobio restrito, Y. lipolytica ndo
tem sua taxa de respiragdo, seu conteido de citocromos ou propriedades mitocondriais
afetados por altas concentragdes de glicose (Flores et al., 2000; Andreishcheva et al.,
1997).

Como ndo ¢ considerada patogénica, ja foi utilizada em aplicagdes industriais
como na producdo de proteinas de microrganismos unicelulares, aroma de péssego e
acido citrico, em processos considerados seguros pela American Food and Drug
Administration como GRAS (Generally Regarded As Safe) (Tsugawa et al., 1969).
Além disso, excreta varias enzimas, como proteases, lipases, esterases e fosfatases,
todas de grande interesse biotecnologico (Nicaud et al., 2002). Recentemente, a
seqiiéncia total dos seis cromossomos de Y. lipolytica foi determinada (Dujon et al.,
2004), permitindo sua admissdo nos estudos de genoma, transcriptoma e proteoma.
Existe ainda um campo que vem sendo explorado com as leveduras ndo convencionais
para pesquisa basica e também para aplicacdes biomédicas, que ¢ a producdo de

proteinas heter6logas.

Historicamente, Saccharomyces cerevisiae foi usada como hospedeiro para
produgdo de proteinas heterdlogas, uma levedura sobre a qual a literatura ja acumulou
um grande conhecimento, mas que apresenta, neste caso, baixa produtividade, uma
estabilidade de plasmideo pobre e baixa capacidade de excre¢ao (Madzak et al., 2004).
Muller et al. (1998) testaram quatro leveduras ndo convencionais e S. cerevisiae na
produgdo de seis enzimas fingicas e todas as ndo convencionais foram mais eficientes
que a levedura convencional, sendo que Y. lipolytica foi o hospedeiro que apresentou

melhor performance e reprodutibilidade.

Y. lipolytica tem como nicho, substratos ricos em lipidios e proteinas, mas a

grande maioria das cepas foi isolada do solo, de rede de tratamento de esgoto e de



ambientes contaminados com Oleos. Apresenta vigoroso crescimento em diferentes
valores de pH e apesar de ter crescimento 6timo a 30°C, também ¢ capaz de crescer em

uma ampla faixa de temperatura entre 5 e 32°C (Barth e Gaillardin, 1997).

Algumas espécies de leveduras exibem dimorfismo, ou seja, a habilidade de
alternar, reversivelmente, entre duas formas morfologicas: células ovoides e hifas
bastante alongadas. Yarrowia lipolytica ¢ um fungo que apresenta dimorfismo
naturalmente, formando células de leveduras, pseudo-hifas e hifas septadas (Barth e
Gaillardin, 1997). Esse fendmeno atrai muita aten¢do devido a possibilidade de sua
ligacdo a viruléncia de varios fungos patogénicos importantes, incluindo Candida
albicans, Histoplasma capsulatum e Crytococcus neoformans. A caracterizagdo das
condi¢cdes que regulam a morfogénese e diferenciacdo das células pode levar a
importantes descobertas de novos remédios ou tratamentos efetivos contra leveduras

patogénicas (Szabo e Stofanikova, 2002).

Embora existam varios mecanismos envolvidos na regulagdo do dimorfismo, a
limitagdo do nitrogénio parece ser um dos sinais mais importantes envolvidos no
processo. A formacdo de pseudo-hifas em Saccharomyces cerevisiae tem sido
identificada como uma resposta a limitagdo de nitrogénio (Gimeno et al., 1992). Em
contraste com S. cerevisiae, Szabo (1999) apresentou resultados mostrando que a
formagdo de hifas em culturas de Yarrowia lipolytica foi inibida pela limitagcdo de
nitrogénio, enquanto que a fonte de carbono, aparentemente ndo foi importante para a

formacao de filamentos.

Condigdes que favorecem a fermentacdo (ou que inibem a respiracdo), como a
concentragdo de glicose, a anaerobiose ou a adicdo de inibidores da cadeia de
transferéncia de elétrons, fosforilacdo oxidativa, assim como a inibi¢cdo da sintese de
proteinas mitocondriais bloqueiam a formac¢do de hifas em Mucor spp (Friedenthal et
al., 1974 apud Szabo, 1999). O mesmo resultado foi obtido por Szabo (1999), que
aplicou Antimicina A, um inibidor da transferéncia de elétrons da coenzima Q reduzida
para o complexo III (citocromo-c redutase), em culturas de Y. lipolytica, indicando que
o processo de conversdo de energia € o metabolismo de carbono podem estar envolvidos

na formacgao de filamentos.

Szabo (1999) mostrou que o pH do meio afeta fortemente a morfologia de
células de Yarrowia lipolytica, mas apenas na presenga de uma fonte de nitrogénio
complexa, sugerindo que as células respondem mais a alteragdes nutritivas do meio com
diferentes valores de pH do que ao proprio valor de pH. Num estudo posterior, Szabo e
Stofanikiva (2002) comprovaram a importincia da presenga de fontes de nitrogénio

orgénico no efeito do pH na morfologia celular de Y. lipolytica.



Kawasse et al. (2003) estudaram a aplicagdo de estresse térmico (degrau de
temperatura de 29°C para 37°C) e oxidativo (adicdo de perdxido de hidrogénio até
concentragoes de 1 M) em um cultivo de células de Yarrowia lipolytica. Através de
processamento digital de imagens foi comprovado que ambas as condi¢des de estresse
fizeram com que as células de leveduras apresentassem um maior crescimento na forma
de hifas.

Y. lipolytica produz lipase, enzima que apresenta grande interesse para o uso em
industria de couro ou de queijos (German patent DD-272867). E uma levedura tnica na
habilidade de produzir e excretar no meio uma variedade de acidos organicos (AOs)
incluindo o citrato (Chernyavskaya et al., 2000; Finogenova et al., 2002).

A capacidade de mudanca na morfologia entre levedura, pseudo-hifa e hifa ¢
comumente considerada necessaria para viruléncia de fungos patégenos de humanos,
entretanto a morfologia considerada mais bem sucedida para o desenvolvimento desta
viruléncia permanece incerta. Em C. albicans, pseudohifas e hifas tém demonstrado ser
mais invasivas, em ensaios in vitro, podendo promover uma penetragdo em tecidos
durante a infecc¢do, tornando-se mais importantes para a colonizagao de 6rgaos. Porém,
leveduras poderiam ser mais eficientes na disseminacdo através da corrente sanguinea
(Berman et al., 2004). Por ndo ser considerada patogénica, Y. lipolytica representa um
excelente modelo alternativo para o estudo de fatores que regulam a transig¢do
morfogénica, diferentemente de Candida albicans. Recentemente Y. lipolytica foi
apontada como um organismo auxiliar no desempenho do fungo micorrizico
arbuscular, resultando na promogdo do crescimento vegetal (Vassilev et al., 2001;
Sudbery et al., 2004). Entretanto, as bases desse efeito benéfico para o fungo tampouco

foram ainda exploradas.

[1.2.1 Lipases

No século passado o microbiologista Eijkmann descreveu a capacidade de varias
bactérias em produzir e secretar lipases. Quando se tornou aceito que as lipases se
mantinham enzimaticamente ativas em solventes organicos, iniciaram-se varios estudos
sobre estas enzimas com o objetivo de torna-las ferramentas para a industria quimica
(Jaeger et al., 2002).

As lipases [triacilglicerol éster hidrolases, (E.C. 3.1.1.3)], ao lado de esterases e
proteases, sdo enzimas bastante estudadas e que possuem inumeras aplicagdes
industriais, variando desde aplicagdes em detergentes até a resolucdo de misturas

racémicas para a producdo de fairmacos quirais, com grande importancia na industria



farmacéutica (Lin et al., 2007; Chaubey et al., 2006; Fernandez et al., 2006; Garcia et
al., 1999; Pandey et al., 1999; Krieger et al., 1997; Watanabe et al., 1995).

A superfamilia de o/B-hidrolases compreende uma ampla variedade de enzimas
cujas atividades dependem principalmente de uma triade catalitica usualmente formada
por residuos de Ser, His e Asp. Esta triade ¢ funcionalmente (mas ndo estruturalmente)
idéntica as de tripsina e subtilisina. Nas seqiiéncias de aminoéacidos das o/B-hidrolases
os trés residuos seguintes estdo na ordem Ser- Asp-His. O residuo de serina usualmente
aparece num penta-peptideo conservado Gly-X1-Ser-X2-Gly, onde X1 ¢ uma Try ou
His. As o/B-hidrolases notavelmente incluem enzimas lipoliticas (Bornscheuer, 2002;
Arpigny et al., 1999; Jaeger et al., 1999; Gill e Parish, 1997).

Outro elemento estrutural caracteristico encontrado em muitas lipases ¢ uma a-
hélice chamada de “tampa” que cobre o sitio ativo na auséncia de um substrato (Figura
III-1). A “tampa” pode mover quando em contato com uma interface lipidio-agua
expondo a chamada conformagdo aberta da enzima. Esta observacdo serve como
explicagdo para o fendmeno de ativagdo interfacial, aumentando a atividade enzimatica,
bem como a agregacdo das moléculas de substrato (Eggert et al., 2002; Jaeger et al.,
1999; Gill e Parish, 1997).

Um modelo de estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa, pode der ser

melhor visualizado na Figura III-1.
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Figura III-1:Estrutura da lipase de Pseudomonas aeruginosa baseada no modelo construido para
lipase de Burkholderia cepacia usando o raio-X coordenado determinado. Fitas- B sio
representadas como flechas (vermelho amarronzado) e a-hélices como rolo (azul e amarelo); a
hélice amarela pode formar uma “tampa” sobre o sitio ativo. Os residuos do sitio ativo Ser82,
Asp229 e His251 estao marcados, e a posicao potencial do ion Ca2+ é indicada pela bola verde
(Jaeger and Reetz, 1998).

As lipases pertencem a um grupo especial de esterases e sdo classificadas como
serina hidrolases, constituidas pela triade catalitica G-X1-S-X2-G, onde G= glicina; S=
serina; X 1= histidina e X2= acido glutdmico ou aspartico. A massa molar das lipases se
encontra normalmente entre 30 kDa a 69 kDa. Atuam sobre substratos insoluveis em
agua, em interfaces de lipideo/dgua, hidrolisando, acilglicerdis preferencialmente de
cadeia longa (acima de 10 atomos de carbono). Além desses compostos, considerados
seus substratos naturais, atuam sobre uma grande diversidade de outros substratos
naturais ou sintéticos e sdo também capazes de catalisar reagdes de sintese, em
ambientes aquo-restritos. As esterases (E.C. 3.1.1.1), por sua vez, também sao
hidrolases, enzimas largamente distribuidas na natureza, mas sua atividade enzimatica
esta restrita a hidrolise de ligagdes ésteres em substratos soliveis em agua, como pode
ser observado na Figura III-2 (Wilson et al., 2006; Fernandes et al., 2004; Fernandes,
2002; Bornscheuer e Kazlauskas, 1999; Bandmann et al., 2000; Alvarez-Macarie, 1999;
Dharmsthiti ¢ Luchai, 1999; Nagao et al., 1996; Jaeger et al., 1994; Shimada et al.,
1993).
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Figura III-2. Acéo catalitica das lipases. Um triacilglicerol pode ser hidrolisado formando glicerol e
acidos graxos, ou a reacio contraria (sintese) pode combinar glicerol e acidos graxos formando
triacilglicerois (Jaeger et. al., 2002 e Jaeger et. al., 1998)

A diferenciagdo entre lipases e esterases, entretanto, ainda ndo estd
completamente definida. As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais recentes,
simplesmente como carboxilesterases que hidrolisam acilglicer6is de cadeia longa, ou
seja, com cadeia acila com mais de 10 atomos de carbono. Enzimas que apresentam a
capacidade de hidrolisar apenas acilglicerois de cadeias com menos de 10 carbonos sdo
tidas como esterases (Kang et al., 2006; Cajal et al., 2000 a, b; Jaeger, et al., 1999;
Verger, 1997; Egloff et al., 1995; Jaeger et al., 1994).

As lipases podem ser distinguidas das esterases pelo fenomeno de ativagdo
interfacial, a qual foi unicamente observada para lipases (Bornscheuer, 2002; Holmquist
et al., 1997). Enquanto as esterases obedecem a cinética classica de Michaelis-Menten,
as lipases necessitam de uma concentracdo minima de substrato para que uma alta
atividade possa ser observada. Além da especificidade, onde substratos naturais para
lipases sdo 6leos e gorduras que contém ligacdes ésteres triplices, enquanto esterases
atuam sobre ligacdes éster Unicas, liberando acidos graxos de baixa massa molar. Deve-
se enfatizar, entretanto, que a maioria das lipases pode hidrolisar os substratos de
esterases, enquanto o inverso ndo ¢ verdadeiro (Tomic, S., 2006; Bornscheuer et al.
2002; Nini et al., 2001; Sharma et. al., 2001; Jaeger et al., 1999; Bier, 1955; Brockman,
1984).

A utilizagdo de lipases como catalisadores em nivel industrial apresenta diversas
vantagens relativamente a catalise quimica e aos biocatalisadores em geral. Dentre elas,
pode-se citar a elevada especificidade; a diminui¢ao de riscos para a saude, quando
utilizadas na industria alimentar; os baixos niveis de ocorréncia de reacdes laterais ¢ as
condi¢des reacionais brandas, que permitem um menor consumo energético e evitam a
degradagdo ou decomposicdo de produtos e reagentes. Entretanto, sua atividade
catalitica, como para todas as enzimas, ¢ freqiientemente muito sensivel a condi¢des
experimentais, como variacdes bruscas de temperatura, de pH e de forg¢a idnica.

Contudo, um estudo otimizado na obtencdo de condigdes apropriadas, possibilita a
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catdlise de forma eficiente. Além disso, um dos métodos que pode melhorar o
desempenho das enzimas em biocatalise ¢ a imobilizacdo dos biocatalisadores sobre
suportes solidos ou por encapsulamento (Wilson et al., 2006; Krieger et al. 2004;
Watanabe et al., 1995).

As lipases apresentam uma grande diversidade de propriedades moleculares
(massas molares e pontos isoelétricos) e fisico-quimicas, como o pH e temperaturas
Otimas para a atividade, estabilidade frente ao pH e a temperatura e especificidade frente
a varios substratos. Estas propriedades, entretanto, podem variar significativamente,
dependendo da origem, ou mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo
microrganismo (Wilson et al., 2006; Hasan et al., 2006; Sharma et al., 2001; Frost e
Moss, 1987; Iwai e Tsujisaka, 1984).

Lipases microbianas de modo geral apresentam atividade méxima em pH entre 6
e 8. Lipases com atividade maxima em valores 4cidos de pH t€ém sido muito pouco
freqiientemente encontradas. Entre as excecdes de lipases com alta atividade em pH
acido, a maioria ¢ produzida por fungos do género Aspergillus, com alta atividade entre
pH 2,5 e 5. Entre lipases produzidas por leveduras hd apenas duas excecdes que
apresentam atividade maxima em pH acido: a lipase de Ophiostoma piceae, em pH 5 e a
de Kurtzmanomyces sp. I-11, com atividade méaxima na faixa impressionante de pH
entre 1,9 ¢ 7,2 (Mahadick et al., 2002; Van Heerden et al., 2002; Namboodiri ¢
Chattopadhyaya, 2000; Gao e Breuil, 1998).

A temperatura para a atividade maxima varia muito entre lipases microbianas.
Entre lipases fungicas, a grande maioria ¢ ativa na faixa de 37 a 40 °C. As lipases de
Penicillium aurantiogriseum e de Rhizomucor miehei constituem excegdes, com
atividade a 60 e 65 °C, respectivamente. Lipases de leveduras e bactérias, entretanto,
freqiientemente apresentam atividade em temperaturas mais elevadas (entre 40 e 70 °C),
sendo inclusive encontrados exemplos com atividade acima de 70 °C, como as de
Bacillus thermoleovorans, Bacillus sp. H-27, B. stearothermophilus, B.
thermocatenulatus ¢ Kurtzmanomyces sp. I-11, com atividade a 75 °C e Pyrobaculum
calidifontis VA1 e Archaeoglobus. fulgidus, com atividade a 90 e 80 °C,
respectivamente (Niu et al., 2006; Lima et al., 2004 b; Kambourova et al., 2003; Cho et
al., 2000; Imamura ¢ Kitaura, 2000; Manco et al., 1994; Uvarani et al., 1998).

A termoestabilidade ¢ uma das caracteristicas requeridas de enzimas com
potencial para aplicagdo industrial como lipases, uma vez que muitos processos
industriais usam temperaturas em torno de 50 °C. Lipases microbianas tém sido
estudadas com relagdo a termoestabilidade. Entretanto, ndo hé& padronizacdo nas
metodologias, tornando dificil a comparagdo e o estabelecimento de regras gerais. O que

se observa ¢ que a estabilidade destas enzimas varia entre os géneros, as espécies e até
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entre isoformas produzidas por uma mesma cepa. Ha varios exemplos de lipases
estaveis em temperaturas acima de 70 °C, como as lipases de Bacillus circulans,
Pseudomonas cepacia, Sulfolobus solfataricus, Aspergilus fulgidus, Candida rugosa
LIP4, Kurtzmanomyces sp. I-11, A. niger ¢ A. carneus (Niu et al., 2006; Saxena et al.,
2003; Lee et al., 2001; Mahadik et al., 2002; Manco et al., 1994).

IIL.2.1.i Aplicacio de lipases na industria

Desde o inicio do século XX, as enzimas lipoliticas sdo utilizadas no
processamento industrial de gorduras e outros lipideos, sendo que suas aplicagdes
industriais estdo relacionadas especialmente com o emprego em detergentes. Além
disso, s3o aplicadas nas indistrias alimenticias, papeleira e oleoquimica; na sintese de
farmacos e produtos de quimica fina; na produ¢do de cosméticos, recuperagdo e
manuten¢do do meio ambiente e na resolugdo de misturas racémicas. As razdes para o
enorme potencial biotecnoldgico das lipases microbianas incluem o fato de que elas s@o
estaveis em solventes organicos, ndo requerem cofatores, possuem ampla especificidade
de substrato e exibem alta enantiosseletividade. Alguns exemplos de alta
enantioseletividade, sdo as lipases oriundas da bactéria Burkholderia cepacia, das
leveduras Candida antarctica e C. cylindracea, que sdo utilizadas na industria para a
resolu¢do de misturas racémicas (Tomic and Ramek, 2006; Isaksson et al., 2006;
Gultekin et al., 2004).

A utilizagdo de lipases na industria farmacéutica deve-se principalmente a
enantiosseletividade exibida por muitas destas enzimas. A catdlise enantiosseletiva
permite a obtencao de produtos opticamente puros, o que € extremamente vantajoso, ja
que em muitos casos normalmente apenas um dos enantidmeros apresenta atividade
terapéutica. Como exemplo, pode-se citar o acido 2-fenil-propandico, utilizado na
sintese de drogas antiinflamatorias ndo esterdides (Ibuprofeno e Naxopreno) e que pode
ser obtido através da reacdo de transesterificacio ou de hidrolise do éster
correspondente catalisadas por lipases. Outro exemplo trata-se da utiliza¢do da lipase de
C. antarctica em uma resolug@o racémica dos derivados do acido tiotetronico, para a
obtencdo do composto (R)-triolactomicina, que possui um atomo de carbono
quaternario quiral em C5, com elevado excesso enantiomérico, (Isaksson et al., 2006;
Toyama et al., 2006; Pandey et al., 1999). Outro exemplo ¢ a resolugdo racémica de
alcoois, realizada na Bend Research Inc. (USA) com a lipase de C. cylindracea, com

vistas a obtengao de prostaglandinas e compostos esteroides (Gultekin et al., 2004).
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As lipases sdo utilizadas na industria de detergentes para facilitar o rompimento
de ligagdes presentes nos triacilglicerdis e, conseqiientemente solubilizar gorduras
aderidas ao tecido. Alguns exemplos de enzimas utilizadas em detergentes sdo a
Lipolase® (Novozymes), obtida do fungo Thermomyces lanuginosa e expressa em A.
oryzae; a Lumafast® (Genencor, USA) e a Lipomax® (Gist-Brocades, Holanda),
lipases bacterianas oriundas de Pseudomonas mendocina e¢ P. alcaligenes (Jaeger ¢
Reetz, 1998).

Na industria de alimentos, as lipases sdo intensamente utilizadas, principalmente
na hidrolise da gordura do leite, na intensificacdo do sabor dos queijos e na aceleragao
do processo de maturacdo, na fabricagdo de derivados de queijo e na hidrélise de

gorduras e dleos (Hasan et al., 2006; Bornscheuer ¢ Kazlauskas, 1999).

Na industria de papel e polpa, os componentes hidrofébicos denominados
“Pitch™ (triglicerideos e ceras encontradas na madeira), causam sérios problemas na
manufatura do papel, tais como redu¢do da producdo, aumento do custo de manutencdo
e operacdao e redu¢do da qualidade. Enzimas tém sido utilizadas para remover estes
componentes da polpa, sendo que lipases de C. rugosa, empregadas em uma industria
japonesa, chegam a hidrolisar 90% dos triglicerideos encontrados na madeira
(Kontkanen et al., 2006; Jaeger e Reetz, 1998).

O uso de lipases na industria oleoquimica, ou seja, em processos que envolvem
reagoes de alcoolise, acidolise, hidrolise e glicerdlise, economiza energia ¢ minimiza
degradagdes térmicas de produtos e reagentes. As reagdes de hidrélise na industria
geralmente sdo realizadas quimicamente, em condigdes drasticas, através de tratamento
com vapor a altas temperaturas (240 a 260 °C) e elevadas pressdoes. Mediante estas
condi¢des, os acidos graxos instaurados se decompdem e se polimerizam, formando
muitas vezes produtos indesejados. Quando se realiza a hidrdlise catalisada por lipases,
o processo fica isento de tais problemas; mas, devido ao elevado custo destas enzimas, a
hidrélise lipolitica ainda ¢ menos econdmica do que a convencional. O processo torna-
se economicamente vidvel para casos especificos, como produtos de quimica fina, pois
possuem um alto valor agregado (Hasan et al., 2006; Lima e Angnes, 1999; Patel et al.
1996).

Na area ambiental, as lipases podem ser utilizadas para remog¢do de o6leos
presentes nas aguas residuais de fabricas, restaurantes ou residéncias, ou provenientes
de industrias de refinagdo de oleos e que poluem solos e dgua. Além disso, também
podem ser utilizadas na remogao de depositos de gorduras que se formam em sistemas
de tubulacio de 4gua quente, bebidas e alimentos liquidos. A aplicagdo de

microrganismos produtores de lipases na degradacdo de hidrocarbonetos derivados do
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petroleo ¢ sugerida como uma alternativa de biorremediacdo (Hasan et al., 2006;
Pandey et al., 1999; Reetz, 1998).

Na producdo de compostos opticamente ativos e resolucdo de racematos: nos
seres vivos, a atividade bioldégica de uma droga ¢ geralmente dependente da
estereoquimica do composto em questdo. Assim, enquanto um enantibmero apresenta
um efeito benéfico, o outro pode ser toxico ou indcuo. Alguns exemplos dos diferentes
efeitos das formas enantioméricas das drogas nos seres vivos podem ser observados na
tabela 2 (de Souza Pereira, 1998; Sheldon, 1996).

Em 1992, a FDA (Food and Drug Administration) adotou um programa no qual
as drogas racémicas enfrentariam processos muito mais longos e complexos de
aprovagdo para venda nos EUA do que as drogas quirais. A partir desse ano a grande
maioria das industrias farmacéuticas tem procurado metodologias eficientes para
produgdo de compostos opticamente puros e para resolucdo de racematos. Devido a sua
enantioseletividade, lipases tém sido empregadas em varios processos deste tipo por
meio de hidrélise em meio aquoso ou de sintese em meio organico (Margolin 1996;
Tsai e Huang 1999).

Na produgdo de surfactantes ndo idnicos como monoglicerideos e ésteres de
acUcar que encontram uma extensa aplicacdo na industria de alimentos, cosméticos e
farmacos nao apenas por sua eficiéncia como agentes tensoativos mas também por seu
carater atoxico e por sua acdo como agentes conservantes (Bornscheuer 1995; Hill e
Rhode 1999; Thomas et al. 1998; Petchow et al. 1996). Sua produgdo por via quimica
ndo ¢ muito satisfatoria pois a presenca de catalisadores alcalinos e a alta temperatura de
reacdo provocam a formagdo de produtos secundarios indesejados. Além do custoso
processo de purificacdo, a produgdo destes surfactantes por via quimica apresenta baixo

rendimento (em torno de 30%) (Bornscheuer 1995).

A produgdo por via enzimatica de monoglicerideos pode ser alcancada tanto por
hidrélise parcial de triglicerideos usando-se lipases 1,3-especificas - neste caso a maior
dificuldade consiste em se evitar a isomeriza¢do dos grupos acil da posi¢do 2 para a
posicdo 1, quanto por esterificagdo do glicerol com 4cidos graxos livres ou por
glicerélise — neste caso sdo duas as dificuldades a serem contornadas: a eficiente
homogenizagao dos substratos e a remogao de agua do meio reacional. Varios processos
ja foram propostos neste sentido, alguns alcangando rendimentos de at¢ 90% em
monoglicerideos (Kwon et al. 1995; McNeil et al. 1990, 1991).

Para a producdo de ésteres de aglicar que, por via enzimatica, ¢ alcancada por
esterificacdo entre o polidlcool e 4cidos graxos ou suas formas metiladas, também foram

propostos diferentes processos enzimaticos envolvendo modificagdes dos reagentes para
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melhor homogeniza¢ao do meio reacional (Heo et al. 2000; Adelhorst et al. 1990; Cao
et al. 1996; Bjorkling et al. 1989).

Outras aplicacdes industriais de lipase estdo relacionadas na Tabela III-1.

Tabelalll-1: Aplicacdes industriais de lipases

Indastria Aplicagio Referéncia
Couros Remogdo de gordura residual das peles  (Poroske 1984, Gandhi 1997)
Racgoes Melhoria da palatabilidade (Poroske 1984)

.. Auxiliar de digestio Gehartz 1990)

Medicina Analises clirficas (iott e Lu 1991)

Cosméticos Auxiliar na penetragido de produtos para
permanentes (Poroske 1984)
Lise de material gorduroso da pasta de (Bajpai 1999)
Papel e celulose celulose
Remogdo de tinta em papel reciclado (Treimanis et al. 1999)

Tecidos Refino de seda (Liu ef al, 1989)
Quimica Sintese de ésteres e Poliésteres usados .

: como lubrificantes (Gandhi 1997)
Farmacéutica Sintese de amidas precursoras de
analogos da penicilina (Matos et al. 1987)

ITL.2.1.ii Condicao de cultivo e produciao de lipase

Viarios fatores influenciam na sintese de lipase pelos microorganismos. Os
principais sdo: fontes de carbono, fontes de nitrogénio, presenca de indutores, presenga
de estimuladores e de inibidores, presenca de agentes que afetam a interface agua/oleo,
temperatura de incuba¢do, pH do meio de cultura e indculo (Hadeball, 1991, Obradors
et.al., 1993, Montesinos et.al., 1996, Dominguez et.al., 2003).

Para obter a condigdo 6tima de produgdo da lipase € necessario estudar a
influéncia desses fatores na biossintese da lipase. Os efeitos desses fatores afetam todos

os tipos de microorganismos produtores de lipase (Hadeball, 1991).

A utilizagdo de uma intensa agitacdo mecanica nos biorreatores ajuda a fornecer
uma area interfacial adequada. Agitagdo intensa ¢ interface liquido-liquido sdo
freqlientes durante a hidrolise de lipases (Rooney e Weatherley, 2001). Fatores fisicos
como pressdo atmosférica e distribuicdo do lipidio também sdo determinantes para a

manifesta¢do da atividade lipasica (Jacger et.al., 1994).

A produgdo de lipase atinge seu ponto maximo quando a cultura entra na fase

estacionaria de crescimento (Zarevucka, et.al., 2005). A atividade lipasica diminui
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rapidamente apds alcancar o nivel maximo, pois ocorre a protedlise catalisada por

proteases produzidas durante a fase de crescimento celular (Dalmau et.al., 2000).

a) Meio de cultura:

Enzimas extracelulares podem ser produzidas em meio solido ou liquido
que se diferenciam pela quantidade de 4agua livre (aw). A produgdo de lipase microbiana
pode ser obtida no processo de Fermentacdo em Substrato Solido (FSS) ou no processo
de Fermentagdo em Substrato Liquido (FSL). Em qualquer situagdo deve-se empregar
meio de cultura adequado que tenha um baixo custo (Lin et.al., 2006). Para obter uma
preparagdo enzimatica com alto grau de pureza, com propriedades especificas, ¢
necessario conhecer e estabelecer pardmetros como pH e temperatura (Benjamin e
Pandey, 2001)

a.1) Fontes de carbono:

O carbono ¢ o principal componente da célula e algumas gorduras ou dleos tém
sido utilizados como fontes de carbono e indutores da producdo de lipase por
microorganismos (Tan et.al., 2003). A presenga da lipase permite a0 microorganismo
usar lipidios de fonte animal e vegetal como fonte de carbono e energia para o seu
crescimento (Hadeball, 1991).

A produgdo de lipase ¢ necessariamente afetada pela fonte de carbono no meio
de cultura. Como o substrato para a producdo de lipase e crescimento microbiano, as
fontes de carbono mais usuais sdo os carboidratos, os dcidos organicos, os glicerois,
outros alcoois, acidos graxos, e até mesmo surfactantes, como o Tween 80 (Li et.al.
2001, Hadeball, 1991).

Meio de cultura liquidos suplementados com concentragdes fixas de varios
compostos lipidicos tém sido empregados na obten¢do de um rendimento elevado na
produgdo de lipase. A atividade lipasica tem sido detectada em meios de cultura que
contém substratos lipidicos (6leo de oliva, 4cido ol€ico, triburitina e 6leo de soja), o que
sugere que a enzima seja induzida por esses substratos (Shirazi et.al., 1998, Deive
et.al.,2003).

Alguns autores dizem que substratos lipidicos e seus metabdlicos (4dcidos graxos
de cadeia longa) participam da sintese de lipase. Outros substratos, ndo relacionados as
gorduras e 6leos, como os carboidratos, propiciam bom crescimento celular, mas ndo

sdo bons para sintese de lipase, enquanto os substratos lipidicos, principalmente os
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acidos graxos, sdo excelentes indutores de lipase (Lotti et al., 1998; Dalmau et al.,
2000).

Quando o 6leo de oliva ¢ a unica fonte de carbono, o microrganismo utiliza-o de
modo seqiiencial. Inicialmente o o6leo de oliva ¢ hidrolisado por uma pequena
quantidade de lipase proveniente do proprio indculo do microrganismo em glicerol e
acidos graxos livres. Em seguida o microrganismo consome o glicerol liberado, ainda
sem a producdo da lipase. Finalmente, os acidos graxos livres sdo consumidos com a
indug¢do da producdo de uma quantidade significativa de lipases (Montesino et al.,
1996).

A fonte de carbono pode estimular ou inibir a sintese de lipase. Além disso,
existem outros compostos que podem influenciar a producdo de lipase por leveduras
(Hadeball, 1991). A levedura C. rugosa consegue sintetizar a lipase mesmo sem a
presenca de um indutor, mas em menor quantidade quando comparada a presenca de

acidos graxos como indutor (Lotti et.al., 1998).

O 4cido oléico ¢ conhecido como indutor e a glicose como repressora da sintese
de lipase. No estudo realizado por Obradors e colaboradores (1993), o acido oléico foi
selecionado entre outros acidos graxos com diferentes tamanhos da cadeia carbonica, ja

que se obteve eficiente rendimento de biomassa e de producao de lipase.

Amaral et al. (2007) obtiveram alta atividade lipasica em meio contendo 2% de
glicose com suplementa¢do de oxigénio ao meio, quando comparados experimentos
controle com a utilizagdio de PFC (um carreador de oxigénio, isto ¢, facilitador da
transferéncia de oxigénio para dentro do meio, facilitando assim o acesso da célula a
ele).Vale ressaltar que a glicose ¢ uma fonte de carbono hidrofilica, o que também ajuda

no acesso da célula a esse substrato.

Foi detectada alta atividade da lipase extracelular quando Fusarium solani foi
crescido em meio contendo peptona e 6leo de oliva. Entretanto, a presenca de glicose
parece ter mascarado o efeito estimulador do 6leo de oliva. Foi verificado que a
concentragdo de peptona abaixo de 3% (p/v) reduziu a producao de lipase enquanto que
o aumento na concentragdo de o6leo de oliva acima de 0,5% (v/v) nao estimulou a

producdo da enzima (Maia et al., 1999).

Shirazi et al. (1998) avaliaram sete cepas de Saccharomyces cerevisiae quanto a
producdo de enzima com atividade lipasica, em placas de Petri contendo agar tributirina,
verificou que a cepa DMS1848 apresentou maior atividade. Quando essa cepa foi
crescida em frascos agitados contendo meio de cultura liquido com glicose ou
substratos lipidicos como a principal fonte de carbono, ndo foi detectada atividade

lipasica no meio com glicose. No entanto, em meios contendo substratos lipidicos,
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como 6leo de oliva, acido ol€ico, tributirina e 6leo de soja, houve producdo da lipase, o
que sugere que esses substratos induzem a formagao da enzima. A produgdo maxima de

lipase extracelular foi obtida com 6leo de oliva.

Segundo Jesus et al. (1999) o fungo filamentoso Penicillium restrictum
apresentou excelente produgdo de lipase (20 U/mL) quando crescido na presenca de
6leo de babacu. Por outro lado, o baixo percentual de hidrolise obtido com o mesmo
6leo foi uma indicacdo, segundo os autores, de provavel inibi¢cdo da lipase pelos acidos
graxos liberados, pois este 6leo contém cerca de 45% de acido laurico (C12:0), um
acido graxo de cadeia média. Os autores ainda observaram que a enzima também

apresentou baixa atividade hidrolitica com triglicerideos de cadeia curta.

O oleo de oliva contém cerca de 70% de acido oléico (C18:1) e ¢ comumente
utilizado com um substrato padrdo para determinacao da atividade lipolitica. Montesino
et al. (1996) confirmaram que o acido ol€ico, resultante da hidrdlise do dleo de oliva, é

o principal indutor da produg¢ao de lipase.

Segundo Deive et al. (2003) meios de cultura que continham acido oléico e
tributirina propiciaram bom crescimento de Kluyveromyces marxianus. O acido oléico
demonstrou ser boa fonte de carbono para a levedura, embora propiciasse aumento da
biomassa, ndo promoveu a secre¢do da lipase, apesar de ter promovido o aparecimento
de outras atividades enzimadticas. A tributirina, entretanto, apesar de ndo promover o
crescimento do fungo, mostrou-se um indutor de producao da lipase. Isto foi explicado
como possivel preferéncia da enzima para triacilglicerois formados com acidos graxos
de cadeia curta (Deive et al., 2003). Por outro lado, Montesino et al.(1966) observaram
que a producdo de lipase por C. rugosa estava associada ao crescimento microbiano e
que o acido oléico mostrou-se melhor indutor do que o 6leo de oliva, apesar de ter
ocorrido maior crescimento com o 6leo de oliva. Isso sugere um papel diferente da
lipase nos dois casos. Utilizando-se um substrato insolivel como fonte de carbono, a
lipase produzida facilita a associa¢do da célula do fungo com esse substrato, permitindo
assim o maior crescimento. Estes autores ainda afirmaram que leveduras acumulam
lipideos quando existe caréncia de algum nutriente em particular, normalmente o
nitrogénio, € um excesso de carbono. Quando um determinado nutriente acaba, o
crescimento celular cessa e o excesso de carbono continua sendo assimilado pela célula

e transformado em lipidio.

Pastore et al (2003) encontraram resultados diferentes para o extrato bruto
enzimatico obtido de Rhizopus sp. que apresentou maiores valores de hidrdlise para
gordura de coco em comparagdo com outros substratos (6leo de oliva e gordura do leite
de cabra). Isso indicou boa afinidade para acidos graxos saturados de cadeia média,

como o acido laurico.
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Dentre os varios oOleos, triglicerideos e 4acidos graxos testados, a trioleina
permitiu uma produgdo maxima de lipase por uma cepa de Geotrichum. Entretanto, os
6leos de colza, de soja e de oliva também demonstraram ser efetivos para producdo da
lipase. Na presenca de triacilglicerideos de acidos graxos saturados de cadeia curta
(tributirina e tricaprilina) a cepa de Geotrichum produziu pouca lipase (Ginalska et al.,
2004). Segundo Obradors et al. (1993), o acido caprilico, em altas concentragdes,
mostrou-se toxico para C. rugosa, ja que a levedura ndo conseguiu metaboliza-lo.
Acidos graxos insaturados (4cido oléico, acido linoléico e 4cido elaidico) apresentaram
um efeito positivo na sintese de lipase pela Candida lipolytica . Mas em contrapartida,

os acidos graxos saturados ndo apresentaram efeitos significativos (Hadeball, 1991).

A produgdo de lipase pela C. rugosa tem sido realizada, em geral, com misturas
de fontes de carbono diferentes, geralmente agucares (sacarose e glicose) e lipidios
(6leos vegetais, acidos graxos), para se obter bom crescimento microbiano e a indugdo

de produgdo da enzima (Montesino et al., 1996).

Ginalska et al. (2004) ndo conseguiram bons resultados empregando
carboidratos simples (maltose, galactose, xilose, frutose, lactose e sacarose) como fonte
de carbono tUnica, apesar da atividade ter sido detectada. A cepa Geotrichium -like R59
cresceu e produziu lipase em todos os meios testados, sendo a inibi¢cdo da producdo de
lipase por alguns acucares, explicada pela capacidade dos microrganismos de
metabolizar rapidamente tais carboidratos ou pela formagdo de certos metabdlitos

lipidicos inclusive durante o metabolismo.

A adi¢do de gorduras e 6leos (0,2%) ao meio de cultura, aumentou a producao
da lipase pela levedura Torulopsis ernobii de 18% para 97%, em 40 horas. A maior
produgdo foi obtida com o 6leo de oliva, no entanto, quantidades de 6leo de oliva
maiores que 0,8% conferiram um menor aumento (60%). Triglicerideos e acidos graxos
de peso molecular elevado (acidos estearico, palmitico e oléico) também aumentaram a
atividade lipasica, enquanto os acidos graxos de baixo peso molecular (acido laurico)
inibiram a producao de lipase. Ja o glicerol ndo apresentou nenhum efeito na produgao
de lipase (Yoshida et al., 1968).

Pereira-Meirelles (1997) reportaram que nenhuma atividade lipolitica foi
detectada no meio de cultura contendo sacarose como fonte de carbono para Yarrowia
lipolytica 583. Esse resultado foi justificado pela detec¢do de uma atividade invertasica
extremamente baixa para esta cepa e, conseqiiente, auséncia de consumo de sacarose.
Neste mesmo trabalho, o consumo de sacarose e a atividade invertdsica para outras
cepas de Y. lipolytica foram acompanhados durante o cultivo ¢ o comportamento

observado foi o mesmo.
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Pereira-Meirelles (1997) comparou a utilizagdo de glicose e 6leo de oliva no
meio de cultivo de Y. lipolytica, obtendo o dobro da atividade lipolitica com a adigdo do
0leo. Além disso, manteve altos valores de atividade por um maior periodo de tempo, o
que foi atribuido pelo autor a niveis inferiores de proteases encontrados no meio
contendo o6leo de oliva. A utilizacdo concomitante dos dois substratos também foi
testada e o pico de atividade foi deslocado para tempos superiores (400 h), em relagdo
ao meio com oOleo puro (150 h), sugerindo o consumo preferencial de glicose nessas
condi¢des. A maxima atividade lipolitica no cultivo de Y. lipolytica foi obtida quando a
concentragdo inicial de 6leo foi igual a 1% (p/v), que foi a mesma concentragdo 6tima
encontrada por Ellaiah et al. (2004) na produgdo de lipase por células de Aspergillus
niger livres ou imobilizadas. Para S. cerevisiae 1525 e Williopsis californica 1639
isolados de o6leo de oliva extravirgem, a producdo de lipase foi maior quando a agua foi
adicionada ao o6leo de oliva (fonte de carbono) na razdo de 0,25% (v/v) e 1% (v/v)
respectivamente para cada microrganismo facilitando assim a transferencia de massa
(Ciafardini et al., 2006).

Os oleos vegetais (oliva, soja, girassol, gergelim, semente de algoddo, milho e
amendoim), quando usados como fonte de carbono, resultam, geralmente, em altos
niveis de atividade lipasica (Sharma et al., 2001; Tan et al., 2003; Burkert et al., 2004).
Esses 6leos sdo considerados substratos economicamente viaveis para a producdo de
lipase em escala industrial. O trabalho de Corzo e Revah (1999) demonstrou que os
6leos de oliva e de milho foram os melhores para o caso da produ¢do de lipase de uma
cepa de Yarrowia lipolytica. De fato, o 6leo de oliva ¢ freqiientemente utilizado na
composicdo de meios de cultura para producdo de lipases. Os Oleos animais, ao

contrario dos vegetais, quase sempre inibem a producao de lipases (Tan et al., 2003).

Sendo o glicerol um dos produtos finais da reagdo de hidrélise do triacilglicerol
¢ de se esperar que este composto possa reprimir a producdo de lipase. Os resultados
obtidos por Corzo e Revah (1999) e Pereira-Meirelles (1997) confirmam tal fato ja que,
trabalhando com Y. lipolytica, os pesquisadores ndo detectaram atividade lipolitica
significativa no meio de cultura contendo glicerol como fonte de carbono. No entanto, o
acido oléico pode ser usado como fonte de carbono para alguns microrganismos com
bons resultados como para Y. lipolytica (Pereira-Meirelles, 1997; Fickers et al., 2004) e
C. rugosa (Wei et al., 2004).

WEI et al. (2004) utilizaram também um cosolvente, o dodecano, o que
aumentou a solubilidade dos substratos solidos e do oxigénio, resultando em uma

melhora na produgao de lipase realizada em reator batelada.

a.2) Fontes de Nitrogénio
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A fonte de nitrogénio ¢ um fator que tem mostrado grande influéncia sobre a
producdo de enzimas lipoliticas. Tanto o nitrogénio organico quanto o inorganico,
apresentam um importante papel na sintese da enzima (Tan et al.; 2003). Dentre os
compostos nitrogenados usados para producdo de lipase, as fontes de nitrogénio mais
comuns empregadas tém sido: hidrolisados 4cidos de proteinas; agua de maceragdo de
milho; farinha de soja; hidrolisados enzimaticos de proteinas (peptonas); aminoacidos;
uréia; nitrato e sais de amonia (Hadeball, 1991; Montesinos et al., 1996). A sele¢do da
fonte de nitrogénio mais adequada depende do microrganismo usado e da associagdo

com outros ingredientes do meio de cultura (Montesinos et al., 1996).

Tan et al. (2003) mostraram que a soja e a caseina foram as melhores fontes de
nitrogénio orgénico para produgdo de lipase pela levedura Candida sp. A soja contém
além da proteina o dleo que favorece a sintese de lipase. Dentre as fontes de nitrogénio
inorganico testadas o (NH4)>SO4 apresentou o melhor resultado. No entanto, os
trabalhos de Ginalska et al. (2004) e Shirazi et al. (1998) mostraram que fontes
inorganicas de nitrogénio tais como nitrato de amonio e sulfato de amonio apresentaram
efeito inibitdrio para a producdo de lipase. Geralmente os microrganismos apresentam
alta producdo de lipase quando se utiliza fonte organica de nitrogénio e a uréia foi
considerada a melhor fonte de nitrogénio para a produgdo da lipase por Geotrichium
(Ginalska et al., 2004).

Shirazi et al. (1998) testaram varias fontes de nitrogénio organico e inorganico,
como peptonas, extrato de 1€vedo, extrato de carne, extrato de malte, uréia, sulfato de
amoOnio e nitrato de amoénio, em meios contendo 1% de 6leo de oliva como fonte de

carbono. O extrato de levedura propiciou a maior producao de lipase.

Para verificar a influéncia sobre o crescimento da Y. lipolytica e a produgao de
lipase, varias fontes de nitrogénio (mineral e organica) foram testas por Shirazi et al.
(1998). As fontes de nitrogénio mineral ndo demonstraram efeito significante tanto no
crescimento da levedura quanto na produgdo de lipase. No entanto, observou-se um
aumento da producdo de lipase em meios contendo determinadas fontes de nitrogénio
organico. Maior produgdo de lipase foi obtida na presenga de hidrolisado de caseina,
mais especificamente com triptona N1 (um hidrolisado triptico de caseina, rico em
amino-acidos livres e peptidios pequenos), que se sobressaiu em relacdo aos outros
substratos de nitrogénio organico e mineral. Desse modo, a utilizacdo da triptona N1
pode ser considerada interessante do ponto de vista tecnologico mas, infelizmente, ¢ de
custo alto. (Fickers et al., 2004).

Novotny et al. (1988) mostraram que a uréia foi a melhor fonte de nitrogénio

para aumentar a atividade lipolitica em seis leveduras diferentes, entre elas Y. lipolytica
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e C. deformans. Corzo ¢ Revah (1999) também obtiveram este resultado para Y.
lipolytica 681, o que sugere que a uréia é excelente fonte de nitrogénio para esta
levedura. Quando os autores utilizaram peptona como fonte de nitrogénio, resultados
positivos para a produtividade da lipase s6 foram obtidos com a utilizagdo concomitante
deste composto com uréia e, mesmo assim, melhores resultados foram alcangados
utilizando-se apenas uréia. No entanto, esses resultados contrastam com o reportado por
Percira-Meirelles et al. (1997) que encontram valores muito inferiores de atividade
lipolitica quando empregaram uréia no meio de cultivo (150 U.L™") em comparagio com
a utilizagdo de peptona (2700 U.L™"). Certamente o efeito desses compostos depende da

cepa utilizada.

Muitos trabalhos reportam o efeito repressor do sulfato de amoénio sobre o
crescimento de algumas cepas de Y. lipolytica e baixa atividade lipolitica sdo
encontradas quando este composto ¢ utilizado como fonte de nitrogénio (Pereira-
Meirelles et al., 1997; Corzo e Revah, 1999 ¢ Novotny et al., 1988).

O extrato de 1évedo apresenta resultados razoaveis para a producdo de lipases e
induz o crescimento de biomassa, ja& que ndo ¢ apenas uma fonte de nitrogénio, mas
também de vitaminas (Alonso, 2001; Li et al., 2004).

a.3) Relagdo carbono-nitrogénio

A producdo de enzimas microbianas depende da relagdo carbono — nitrogénio
(Hiol et al., 1999). Um meio balanceado pode conter dez vezes mais carbono do que
nitrogénio. Essa relagdo 10:1 garante um alto conteudo protéico, enquanto uma relagao
maior, como 50:1, favorece a acumulagdo de alcool, metabolitos secundarios derivados
do acetato, lipideos ou polissacarideos extracelulares. Dessa maneira, deve-se tomar o
devido cuidado e ateng¢do com a relagdo carbono — nitrogénio durante o cultivo em

processos fermentativos (Carlile & Watkinson, 1997).

a.4) Quantidade de dgua disponivel

Muitos estudos da producdo de enzimas lipoliticas por bactérias, fungos e
leveduras tém sido realizados em culturas submersas, isto €, em meios de culturas
liquidos, ou seja, com alta atividade de agua (Dominguez et al., 2003), identificada

como Fermentagdo em Substrato Liquido (FSL).
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Nos estudos de Deive et al. (2003), a levedura K. marxianus, muito utilizada na
produ¢do comercial de enzimas, foi cultivada em um meio liquido suplementado de

compostos essenciais, para obtenc¢ao de alta concentracao de lipase.

A produgdo de enzimas microbianas pelo processo de Fermentagdo em Substrato
Soélido (FSS) tem aumentado bastante nos ultimos anos. Uma cultura em estado sélido
pode ser definida como aquela em que ha crescimento microbiano em materiais solidos,
com baixa quantidade de agua livre (Dominguez et al., 2003). A utilizagdo do meio
solido faz com que haja um rapido crescimento da populagdo de fungos filamentosos,

permitindo a detec¢@o de enzimas especificas (Alves et al., 2002).

Recentemente tem havido grande interesse da industria em utilizar subprodutos
gerados no processamento de alimentos, para a produgdo de lipase por fungos
cultivados em meio de cultura semi-solido. Vérias pesquisas tém sido destinadas a
investigar a sintese de lipase por leveduras, usando este tipo de cultura. Com o cultivo
semi-s6lido o tipo de substrato utilizado pode incrementar a producdao de lipases,
podendo ser empregado alimentos ndo utilizados e sobras agricolas, ricos em acidos
graxos, triacilglicerois e/ou agucares (Dominguez et al., 2003). Utilizando-se essa
matéria-prima barata o custo do processo fica mais baixo fazendo com que o total de
capital investido na producdo de lipase seja significativamente menor em culturas

solidas do que em submersas.

Na fermentagdo em substrato so6lido o microrganismo ndo apenas cresce na
superficie ou proximo a ela, como também penetra profundamente nos espacos
intercelular e intracelular do suporte, havendo contato muito proximo entre o suporte € o

microrganismo (Dominguez et al., 2003).

A adicdo de diferentes substratos lipidicos (6leos de girassol, de milho e de
oliva) ao meio de cultura aumentou a produgdo de lipase em quantidades que variaram

de acordo com o substrato empregado (Dominguez et al., 2003).

a.4) Outros Nutrientes:

Os elementos carbono, hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, enxofre, foésforo,
magnésio e potassio sdo requeridos em grande quantidade porque participam da quase
totalidade das substancias celulares. O carbono, o hidrogénio e o oxigénio sao
fornecidos sob a forma de compostos organicos, de didoxido de carbono, de oxigénio
molecular, e de 4gua. J& o nitrogénio sob a forma adequada (orgénica ou inorganica). Os

outros elementos (S, P, Mg e K) sao fornecidos sob a forma de sais (Colen, 2006).
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b) Condi¢des Operacionais:

b.1) Influéncia da Temperatura

Os fungos, na sua maioria, sdo mesofilicos, isto ¢, apresentam faixa 6tima de
temperatura de crescimento entre 25-40°C. Alguns toleraram temperaturas proximas ao
congelamento da agua e outros temperaturas acima de 40°C (termotolerantes). A
temperatura afeta os diferentes parametros de crescimento microbiano, como, o tempo
de adaptacdo (fase lag), a taxa especifica de crescimento e o rendimento em células,
bem como influencia tanto o metabolismo primario quanto o secundario de varios
modos (Carlile & Watkinson, 1997).

Corzo e Revah (1999) detectaram que a temperatura foi o fator que mais
influenciou a produgdo de lipase de Yarrowia lipolytica 681 entre os demais fatores
estudados (pH e tempo de incubacdo). Através de uma andlise estatistica, encontraram a
temperatura de 29,5°C como sendo a melhor temperatura para a produgdo de lipase

desta cepa.

b.2) Influéncia do pH

Na literatura ha deficiéncia de informagdes sobre o efeito do pH sobre os
parametros de crescimento de fungos, apesar de haver consideravel informagdo em
relagdo ao efeito do pH inicial do cultivo. O metabolismo do fungo altera o pH, seja
pela absorcdo de anion ou cation ou pela producdo de acidos organicos ou amonia.
Durante o cultivo o tamponamento ¢ dificil de ser obtido, pois as proprias substancias
usadas como tampdes podem ser assimiladas ou podem ser toxicas naquelas
quantidades que seriam necessarias para se conseguir efetivo tamponamento. Apenas
em biorreatores do tipo fermentadores o pH pode ser mantido constante durante o
crescimento do fungo. A concentragdo do ion hidrogénio em um meio de cultura pode
afetar o crescimento microbiano indiretamente, pelo seu efeito na disponibilidade de
nutrientes ou, diretamente, pela sua acao nas superficies celulares (Carlile & Watkinson,
1997).

A producgdo de lipases também ¢ bastante sensivel a mudangas no pH. Na

maioria dos casos, o pH adequado a produgdo de lipases por células de leveduras deve
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ser mantido proximo a neutralidade ou ligeiramente acido (5,5 a 7,0) (Pereira-Meirelles,
1997).

Parece haver relagdo direta entre a temperatura e o pH 6timos para o crescimento
microbiano e a formacao de produtos. Corzo e Revah (1999) obtiveram resultados que
evidenciam este fato, pois a analise estatistica mostrou que a interagdo entre os fatores
pH e temperatura foram mais importantes na produg¢do de lipases do que o fator pH por
si sO.

b.3) Influéncia da aeragdo e do oxigénio

A influéncia da aera¢do e do oxigénio sdo pardmetros de suma importancia no
estudo da produgdo de qualquer metabdlito por microorganismo. Para a produgdo de
lipase pela levedura Y. lipolytica, microorganismo estritamente aerdbico, o oxigénio ¢é
utilizado preferencialmente como aceptor final de elétrons reoxidando os cofatores na

cadeia respiratoria.

Amaral (2007) relatou que a producdo de diversas substincias em escala
laboratorial ¢ realizada tradicionalmente em erlenmeyers incubados em banhos agitados.
Portanto, nesses casos, para se estudar a influéncia da concentracdo de oxigénio na
produgdo de lipases ¢ comum variar o volume de meio de cultura em frascos com
volume constante. Desta forma, quanto maior o volume de meio, menor ¢ a

disponibilidade de oxigénio, pois se reduz a superficie de contato com o ar.

Trabalhos tém demonstrado que a agitacdo e a aeracdo sdo pardmetros que
influenciam diretamente a produgdo de lipases, dentre eles podemos citar: Chen et al.,
1999; Elibol e Ozer, 2000 e Tan et al., 2003. Chen et al. (1999) verificaram que o
aumento da velocidade de agitacdo, no cultivo de Acinetobacter radioresistens, levou a
obten¢do de maiores valores de atividade lipasica como também a diminuig¢do do tempo
de obtencdo do valor maximo de atividade. Nesse mesmo trabalho, o aumento da
concentragdo de oxigénio dissolvido aumentou significativamente os valores de
atividade, mas concentragdes superiores a 20% ndo alteraram a producdo. Resultados
semelhantes foram obtidos por Elibol e Ozer (2000) na produgdo de lipase de Rhizopus
arrhizus e por Tan et al. (2003) na produgao de lipase de Candida sp.

Alonso et al. (2005) na produgdo de lipases de Y. lipolytica em um fermentador
de 2 L utilizando 6leo de oliva como fonte de carbono detectaram um aumento na
producdo de lipase de quase 5 vezes na atividade méxima com o aumento da velocidade
de agitacdo de 100 para 200 rpm. O aumento na velocidade de agitagdo resultou em
menor rendimento e produtividade, o que foi atribuido pelos autores aos danos celulares

causados por estresse mecanico, que foi constatado pela perda de viabilidade celular
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nessas condigdes. Alonso et al. (2005) também estudaram o efeito do aumento da vazao
de oxigénio na producdo da lipase e observaram o aumento da produtividade

volumétrica dessa enzima com o aumento da vazao de ar.

Uma forma de aumentar a transferéncia de oxigénio na produgdo de lipases, sem
causar danos aos microrganismos e que vem sendo cogitada ¢ a adigdo dos carreadores
de oxigénio, substancias que comprovadamente aumentam o Kya do sistema. Elibol e
Ozer (2000) observaram o aumento da producgdo de lipases com a adi¢do de 10% de
PFC. Amaral (2003) obteve um aumento na produtividade da lipase de Y. lipolytica de

24 vezes com a inclusdo de 20% de PFC no meio de cultivo.

[11.3 Saccharomyces cerevisiae

O género Saccharomyces tem passado por inimeras mudangas desde a sua
descoberta, ha 150 anos. Quando a primeira publicacdo sobre taxonomia de leveduras
foi compilada por Guilliermond, em 1912, o género Saccharomyces compreendia 46
espécies divididas em 06 grupos separados de acordo com a atividade fermentativa
sobre os agucares. Em 1952, o nlimero total de espécies deste género foi reduzido a 30,
uma vez que varias espécies foram agrupadas como sinénimos em Saccharomyces
cerevisiae, Saccharomyces cerevisiae variedade elipsoideus, Saccharomyces
carlsbergensis ou Saccharomyces willianus, enquanto novas espécies foram

introduzidas ao género.

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um microrganismo atrativo de se
trabalhar por ser ndo-patogénico, e devido a sua longa historia de aplicagcdo na producdo
de produtos consumiveis como o etanol e o pdo, ela foi classificada como
microrganismo geralmente considerado seguro (GRAS — generally regarded as safe)
(Ostergaard et al., 2000).

Além disso, os processos fermentativo e tecnologico bem estabelecidos para a
produgdo em larga escala com a levedura Saccharomyces cerevisiae, fazem este
microrganismo ser bastante atrativo para muitos processos biotecnologicos. Outra
importante razdo para a aplicabilidade da levedura Saccharomyces cerevisiae dentro do
campo da biotecnologia ¢ a sua susceptibilidade a modificagdes genéticas pela
tecnologia do DNA recombinante, que vem sendo bastante facilitado pela publicacao,

em 1996, do genoma completo da levedura (Ostergaard et al. 2000).

A levedura Saccharomyces cerevisiae ¢ um dos melhores modelos de sistema

eucariotico unicelular porque seu metabolismo possui, semelhantemente aos de
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eucariotos superiores, mecanismos proprios de ativagdo metabodlica (citocromo P450),
tornando este microorganismo uma valiosa ferramenta de estudo do metabolismo e
fisiologia celular. Os ensaios realizados com microorganismos sdo faceis, rapidos e
podem utilizar um grande nimero de células com as mesmas caracteristicas genéticas.
(Soares et al., 2005).

Esta levedura destaca-se por realizar uma rapida conversdo de acucar a etanol e
gas carbdnico (CO2). Sabe-se que a glicose e outros acucares exercem um efeito
repressivo na sintese de um grande niimero de enzimas. A esse fendmeno ¢ dado o
nome de repressdo catabdlica. De uma outra maneira, a glicose pode realgar a sintese
enzimdtica. As primeiras sdo enzimas mitocondriais ou enzimas ligadas a respiragao

celular, ja as segundas sdo enzimas ligadas ao metabolismo fermentativo.

O ambiente externo e suas mudangas influenciam fortemente o comportamento
fisiologico da levedura. O controle da concentracdo inicial de agicar em valores baixos
impede a fermentagdo, porém, elevados valores desta concentracdo promovem a
repressdo catabolica acompanhada da diminuicdo do rendimento em biomassa. Em
aplicagdes industriais, o interesse especial no controle de fluxos metabolicos ¢é
direcionar a produgdo para o metabolico de interesse (etanol ou biomassa, por exemplo).
A relacdo entre o consumo de glicose e o ciclo celular é portanto relevante para o
desenvolvimento de processos biotecnologicos através do dominio de técnicas para o

estimulo de uma cultura por varidveis externas.

I11.3.1 Ciclo Celular

A levedura Saccharomyces cerevisiae possui quatro fases assimétricas durante o
seu ciclo celular controladas pelo seu crescimento (Hartwell & Unger, 1977), como
ilustrado na Figura III-1. Durante o estagio G1, o evento START ocorre somente apos a
célula adquirir uma determinada massa. Apos o START, a célula comeca a replicar o
seu material genético e também o citoplasma. Componentes sintetizados apos o
START, durante as fases S e G2 sdo direcionados para uma gémula, que cresce
progressivamente. No final da fase M, a gémula se desprende da mae, gerando uma
célula filha com tamanho menor que o da célula mae. Como a filha ¢ menor, necessitara
de um tempo maior para alcangar a massa minima para o START. Portanto, o ciclo
celular da célula filha serda maior que o da célula mae, exceto para cepas que crescem

mais rapidamente (Creator & Joyne, 1993).

O envelhecimento da levedura ¢ determinado pelo numero de ciclos que a

mesma realizou, ou seja, quantas vezes ela se duplicou. Saccharomyces cerevisiae se
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reproduz assexuadamente por gemulagdo e, como consequéncia desse processo, a célula
mae retém uma cicatriz de quitina no ponto de gemulagdo. Como a célula continua se
dividindo, os locais onde houve gemulagdo raramente sdo re-utilizados (Sinclair et al.,,
1998). O niimero de cicatrizes na parede celular estd, portanto, diretamente relacionado
ao numero de vezes que aquela determinada célula se dividiu e ¢ um marcador biologico
para definir a idade de uma determinada célula. Tal mecanismo da reproducdo induz a

co-existéncia de duas subpopulagdes: células gemulantes e células ndo gemulantes

(Figura III-3).
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Figura III-3: Ciclo Celular de Saccharomyces cerevisiae (Oliveira et al. 2005)

X

Depois de algumas divisdes, a célula mae torna-se substancialmente maior do
que a filha gerada (Sinclair et al., 1998). Kevin et al. (2003) observaram que células
mae muito velhas tendem a produzir filhas grandes. Por outro lado, células com
caréncia de nutrientes durante periodos prolongados mostram um decréscimo na
duragdo da vida especialmente no que tange a entrada no ciclo celular (Ashrafi et al.,
1999): a levedura deficiente em nutrientes pode sobreviver por periodos prolongados
durante a fase estacionaria, porém se for adicionado nutriente ao meio de cultura, estas
células voltam a se replicar. Os autores observaram que o tempo de vida ¢ reduzido em
decorréncia do estresse nutricional, e que esse decréscimo ndo estaria associado a

mudancas genéticas nas células filhas.

II1.3.1.i Producio de Etanol
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A ampla diversidade e versatilidade dos microrganismos tém conduzido ao
desenvolvimento e ampliagdo das fermenta¢des industriais nos dias atuais. Esses
microrganismos atuam como catalisadores da sintese de produtos, que podem ser desde
pequenas moléculas (como etanol) ou macromoléculas extremamente complexas (como
enzimas) (Mazid, 1993).

O desenvolvimento de pesquisas para a produgdo de biocombustiveis
alternativos tem sido bastante significativo nos ultimos anos, devido principalmente a
preocupagdo com a exaustdo das reservas de combustiveis fosseis, como por exemplo o
petroleo. Desta forma a producdo de etanol tem emergido como uma das estratégias
mais vidveis no que diz respeito a fontes ndo convencionais de energia, uma vez que
esse bioproduto tem iniimeras aplica¢des tanto na area farmacéutica, quanto na quimica
ou alimenticia (Zafar et al., 2005).

A importancia socioecondmica da producdo bioldgica de etanol no Brasil e no
mundo, tendo em vista a utilizagdo deste produto como fonte combustivel
ecologicamente correta tem ganhado atengdo das ultimas décadas, principalmente pelas
tentativas de implanta¢do do uso de combustiveis alternativos, visando a redugdo do
consumo de combustiveis fosseis, além dos avangos nas pesquisas € nos procedimentos

tecnolodgicos do processo fermentativo (Marques, 2004).

A utilizacao de etanol como combustivel decorreu da necessidade de reduzir a
dependéncia do pais a importagdao de petrdleo, desta forma foi criado o PROALCOOL,
que inicialmente foi atrativo aos usineiro e produtores de cana-de-acucar. Entretanto, foi
estabelecida uma situacdo complexa envolvendo Orgdos governamentais e a
PETROBRAS que questionaram a eficiéncia do plano a ser adotado e a impossibilidade

de sua implantacdo com sucesso (Santos, 2002).

Apesar disso, 0 PROALCOOL foi implementado com pesados investimentos
estatais e privados e obteve enorme sucesso entre as décadas de 70 e 80, todavia com
aumentos no pre¢o do aglcar e a necessidade de ampliagdo das areas de cultivo a
atratividade da producdo de etanol por essa via foi reduzida, demonstrando a
necessidade de melhores métodos de planejamento, no que tange a variaveis sociais,

ambientais ¢ economica (Santos, 2002).

Simultaneamente ao desenvolvimento do PROALCOOL, outras alternativas de
producdo de etanol tém sido desenvolvidas com relativo éxito. Como por exemplo, a
utilizagdo de residuos agricolas (como bagaco de cana-de-agucar, palha de arroz, trigo,
soja e milho) por microrganismos geneticamente modificados para a bioconversdao dos
acucares em etanol com alta produtividade. Melo et al. (2008) t€ém estudado a produgao

de etanol, a partir de hidrolisado de bagago mamona por exemplo.
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Com a perspectiva de crescimento da demanda de alcool combustivel, como
aditivo de fungdo ambiental (pela redug¢do das emissdes de CO dos carros) tecnologias
capazes de melhorar a performance do processo ganham importancia fundamental no
pais, assim ganhos em eficiéncia da producdo e diminui¢do de custos de operagdo sdao

fatores preponderantes para a competitividade em mercados mundiais.

Em vista disso, Queiros (2003) desenvolveu uma levedura modificada em
laboratorio capaz de sedimentar logo depois de terminada a fermentagdo, reduzindo
assim custos de separagdo com centrifugacdo, tanto em energia quanto de manutengdo

de equipamentos.

Nos Estados Unidos a industria que produz etanol como combustivel a ser
adicionado a gasolina, como forma de redugdo da dependéncia na importacdo de
petrdleo e estimulo a economia nacional principalmente nas areas rurais, tem tido um
crescimento explosivo nos ultimos 15 anos (Taylor, 1996). A partir disso, interesse no
melhoramento do processo de producdo de etanol tem conduzido a pesquisas no sentido
de melhorar a modelagem e operagdo dos fermentadores pela introdugdo do uso de

fermentadores em cascata continua com separacao do produto final (Taylor, 1996).

[11.4 Estresse Celular

A capacidade de responder rapidamente as variagdes de temperatura, nutrientes,
bem como, outras alteragdes ambientais ¢ importante para a atividade geral da célula e
sua sobrevivéncia. A compreensdo a respeito da resposta das células as alteracdes
ambientais ¢ um topico de grande interesse porque pode oferecer pistas sobre os
aparatos moleculares que permitem as células a se adaptarem a novos ambientes. Os
mecanismos moleculares que estdo envolvidos na regulagdo do remodelamento da
expressdo génica em virtude da adaptacdo a novos ambientes sdo a chave para a
elucidagdo de muitas respostas sobre o comportamento celular perante estimulos

adversos.

Dentre esse tipos de estresse sdo conhecidos: oxidativo, térmico, barico e o

eletroquimico.

[11.4.1 Estresse eletroquimico
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Respostas celulares de microorganismos submetidos a potencial elétrico tém
sido reportadas na literatura em biotecnologia (Bartlett et al., 1997), em técnicas
bioanaliticas (Lotzbeyer et al., 1996; Ci et al., 1997; Gheorghiu and Asami, 1998) e
com propositos médicos (Chen et al., 1998; Veiga et al., 2005).

Aragjo et al. (2004) constataram variagdes no ciclo celular em culturas de
Saccharomyces  cerevisiae  quando  submetidas a  estimulos  elétricos.
Adicionalmente,observaram através da microscopia otica que as células se apresentaram
menores em culturas submetidas ao estresse quando comparadas aos experimentos sem
aplicacao de potencial elétrico. Os autores relatam que a aplicacdo de potencial elétrico
forgou o sincronismo da populagdo. A observacdo de sincronismo em Saccharomyces
cerevisiae foi relatada em varias outras condigdes experimentais como apos pulsos de
baixas concentragdes de substrato, pH, aeracdo ou outra alteragdo ambiental (Miinch et
al., 1992).

Zackem et al (2006) notaram que a aplicagdo de potencial elétrico em células de
S. cerevisiae reduziu a morte celular além de facilitar a excre¢do de metabolitos

intracelulares.

Amat et al. (2006) propuseram um mecanismo primario que visa explicar os
efeitos do metabolismo em células expostas a luz, através de uma simulagdo com campo

magnético.

Arronson et al. (2004) fizeram estudos com pulsos elétricos em cultura de
Escherichia coli para estudar seu crescimento em relacdo a inativagdo e a quantidade de

células. Foi constatado um aumento no crescimento celular.

Otulona et al. (2008) investigaram a eficacia de pulsos de campo elétrico no
controle do crescimento microbiano no leite. Kishore et al. (2007), também relatou

estudos na parte de esterilizacdo de alimentos com potencial elétrico.

E importante notar que o estresse promovido por campo elétrico, ou “estresse
eletroquimico” apresenta vantagens industriais sobre outros tipos de estresse; pois ndo
envolve nenhuma adi¢do de produtos quimicos externos, que aumentariam os custos de
separacdo do produto e do tratamento de efluentes. O estresse eletroquimico apresenta
dinamica favoravel; pois a resposta ndo estd sujeita a inércia apresentada pelo volume

reacional, como por exemplo, no estresse térmico.
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111.4.1.i Influéncia do Estresse na Membrana Celular

Respostas na membrana celular vém sendo estudadas quando essas sdo
submetidas a todos os tipos de estresse com o intuito de estudar todos os fenémenos

ocorridos ao longo do estresse.

Heerklotz (2001), afirmou que o estresse celular facilita a permeabilizacdo da
membrana, onde o mesmo utilizou a titulacdo isotérmica calorimétrica e varios modelos
de sistemas. Foram estimados a entalpia, entropia e energia livre e analisados os dados

de captacao frente aos de liberacdo. Chegando assim a conclusdo de tal permeabilidade.

Pereira e Geibel (1999) analisaram as respostas, através da microscopia
eletronica, da membrana celular em células de Saccharomyces cerevisiae quando
submetidas a estresse oxidativo e averiguaram que ha a formacdo de poros na
membrana ao longo do estresse onde a diferenga do tamanho do poro controle para o

poro da célula com estresse seria de aproximadamente 100%.

Shearman et al. (2007) constataram que a pressdo dentro da membrana celular
pode atingir 50 atm, sendo por esse motivo indicada pelos autores como um novo
modelo nano chamado nano celular. Tal constatacdo pode explicar a facilidade da
permeabilidade em condi¢do de estresse, 0 que aumentaria 0S poros por causar

“rachaduras” na membrana pela diferenga de pressdo interna e externa.

Fox (2006) estudou a inativacdo em um biorreator com a utilizagdo do potencial
elétrico e em sua tese constatou que a aplicacdo de potencial elétrico entre 0.5 ¢ 1V

aumenta a porosidade da membrana celular.
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Capitulo IV - Metodologias Experimentais:

IV.1 Microrganismos

1) Levedura selvagem de Yarrowia lipolytica 583 (IMUFRJ 50682) selecionada de um
estuario da Baia de Guanabara no Rio de Janeiro, Brasil (HAGLER e MENDONCA-HAGLER,
1981) e identificada pelo Instituto de Microbiologia do Centro de Ciéncias da Saude da

Universidade Federal do Rio de Janeiro.

2) Levedura Saccharomyces cerevisie S228C (ATCC 26108, [1GLC mal gal 2)

IV.1.1 Preservacao

As células foram conservadas a 4°C apds 24 horas de crescimento em tubos de ensaio
com meio YPD (“Yeast Extract, Peptone, Dextrose) contendo (em p/v): extrato de 1évedo 1%,
peptona 2%, glicose 2% e Agar-agar 2%.

IV.1.2 Cultivos

A
- Yarrowia lipolytica

A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio s6lido YPD inoculava-se, de
forma estéril com uma alga de platina, 200 mL de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500
mL. Apds cerca de 70 horas em um incubador rotatério a 29°C, 160 rpm, a absorvancia (570 nm)
de uma amostra deste cultivo era determinada e, em seguida as células eram centrifugadas de
forma. O volume centrifugado desse pré-inoculo era suficiente para se obter uma concentracao
inicial de células de, aproximadamente, 1,0 £ 0,1 mg p.s. (peso seco) cel/mL nos meios de

cultivo.

- Saccharomyces cerevisiae:
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A partir dos tubos contendo as células preservadas em meio s6lido YPD inoculava-se, de
forma estéril com uma alga de platina, 200 mL de meio de cultivo YPD em erlenmeyers de 500
mL. Apos cerca de 48 horas em um incubador rotatorio a 29°C, 160 rpm, a absorvancia (570 nm)
de uma amostra deste cultivo era lida para a quantificagdo da concentragdo inicial de células de

aproximadamente 0,710,1 mg p.s. cel/mL nos meios de cultivo.

IV.1.3 Experimentos em Biorreator

- Yarrowia lipolytica

Foi utilizado um biorreator de bancada (Multigen, New Brunswick Scientific Co., EUA)
com capacidade de 2 L(Figura IV-1). O equipamento contendo sistema de aeragdo, agitacdo
magnética e controle de temperatura era provido de duas turbinas e duas chicanas. Uma sonda
polarografica de oxigénio (Lutron DO-5510, Lutron Electronics Co., Inc) foi utilizada para
medi¢do da concentracdo de oxigénio dissolvido no interior do biorreator. O suprimento de
oxigénio foi realizado com ar atmosférico com auxilio de um sistema de aeragdo submerso
através de 12 orificios na haste de agitacdo com 7 mm de didmetro localizados a 1,82 cm de
distancia do fundo do biorreator. Antes de entrar no biorreator, o ar atravessava dois filtro de ar
(Advantec, Toyo Roshi Kaisha, Japao) com porosidade de 0,2 pum.
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Figura IV-1: Foto do Biorreator de bancada (Multigen, New Brunswick Scientific Co., EUA) com capacidade
de 2 L.

- Saccharomyces cerevisiae:

O biorreator conta com sistemas de agitagdo mecanica, sensores de oxigé€nio dissolvido
(Actron 0X2000), pH (Actron PH2000) utilizados na monitorag¢do do bioprocesso.

O experimento com cortes foi conduzido através de duas bateladas seqiienciais, ou seja,
retirada de metade do volume do mosto quando da exaustido de substrato e adi¢do de meio novo
mantendo a mesma concentracdo inicial de substrato, de acordo com a Figura IV-2com

temperatura constante e agitacdes de 275 rpm e 400 rpm.

Foram retiradas aliquotas no inicio ¢ no final do experimento para a quantificacdo da

idade celular e o potencial elétrico foi aplicado no inicio da 2* batelada.
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Figura IV-2: Grafico para exemplificar os experimentos

- Aplica¢ao do Potencial elétrico

O potencial elétrico aplicado para o estudo de estresse elétrico foi de 0,75 V e 1V (Aragjo
et al., 2004). Para a aplicagdo de potencial utilizou-se potenciostato (Palm Sens Instrument),
eletrodo de trabalho e contra-eletrodo de platina e eletrodo de referéncia de calomelano saturado,

conforme apresentado na Figura IV-3.

CE WE

Figura I'V-3: Reator Bioeletroquimico
RE = eletrodo referéncia (SCE); CE = contra-eletrodo (Pt);

WE = eletrodo de trabalho (Pt), potenciostato e espectrofotdmetro acoplado.
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IV.1.4 Esterilizacé&o

Todos os componentes do meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 0,5 atm por
15 minutos. O biorreator, as pipetas, os tubos de centrifuga e outros instrumentos utilizados no
manuseio do meio de cultivo foram esterilizados em autoclave a 1 atm por 25 minutos. O
eletrodo de oxigénio foi desinfetado a parte, mergulhando-o em uma solucdo de alcool etilico

70% (v/v) por 30 minutos.

V.2 Métodos Analiticos

IV.2.1 Quantificag&do do Crescimento Celular

O crescimento celular foi acompanhado através de medidas de absorvancia em
espectrofotometro HACH DR/4000 a 570 nm e esses valores foram convertidos para mg p.s.
cel/mL utilizando-se o fator de conversao obtido pela curva de peso seco, que ¢ apresentada na
Figura IV-4 ¢ IV-5.

A curva de peso seco ¢ obtida através de uma suspensdo de células em solucao salina
(agua destilada com 0,9% (p/v) de NaCl). Desta suspensdo, retira-se uma amostra (10 mL), que ¢
filtrada em papel de filtro Millipore (0,45 um), seca em luz de infravermelho por 30 minutos e,
em seguida, pesada. Da mesma suspensdo sao feitas diferentes diluicdes de modo a se obter
concentracgoes celulares distintas e entdo se mede a absorvancia em espectrofotdmetro a 570 nm,

obtendo-se a curva de peso seco.

- Yarrowia lipolytica
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Figura IV-4: Curva de peso seco para quantificaciio do crescimento celular de Yarrowia lipolytica através de
medidas de absorvancia em espectrofotometro HACH DR/4000.

- Saccharomyces cerevisiae:

0,9 4
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Abs (570 nm)

Figura IV-5: Curva de peso seco para quantificaciio do crescimento celular de Saccharomyces cerevisiae
através de medidas de absorvincia em espectrofotometro HACH DR/4000.

IVV.2.2 Determinacao de Glicose

A concentragdo de glicose presente do meio de cultivo foi medida pelo método da glicose

oxidase utilizando um Kit enzimatico para medida colorimétrica de glicose (HUMAN GmbH -
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Germany). Nesse método, a absorvancia da reacdo enzimatica ¢ medida em espectrofotdmetro a
500 nm, contra o branco de reag¢do, que ¢ composto apenas pelo Reagente Enzimatico. Tomam-
se aliquotas de 12 pL de amostra e completa-se com 1200 pL. de Reagente Enziméatico. Apos a
homogeneizagdo, incuba-se por 20min a 25°C, sendo a absorbancia da amostra ¢ do padrio

mensuradas em no maximo 60 minutos.

O padrdo de glicose pertencente ao Kit enzimatico possui uma concentragdo de 100
mg.dL”' e o Reagente Enzimatico contém: tampdo fosfato (pH 7,5) 100 mmolL"; 4-
aminofenazona 0,25 mmol.L'l; Fenol 0,75 mmol.L'l; Glicose oxidase 15000 U.L'l; Peroxidase
1500 U.L'l; Mutarotase 2000 U.L™.

O célculo de concentragdo de glicose € realizado através da Equagao IV-1:

C=100* {ﬁj (IV-1)
Ap

onde:
Aa = Absorvancia da amostra;
Ap = Absorvancia do padrao;

C = concentragdo de glicose na amostra (mg.dL™)

IV.2.3 Determinacao de Etanol

A concentragdo de etanol presente do meio de cultivo foi medida utilizando um kit
enzimatico para medida colorimétrica (Boehringer Mannhein/R-Biopharm). Nesse método, a
absorvancia da reagdo enzimatica ¢ medida em espectrofotometro a 340 nm, contra o branco de

reagdo, que ¢ composto apenas pelo Reagente Enzimatico.

Foi dissolvido 4 mg de NAD com aproximadamente 0,8 U, em 3 ml de tampao fosfato
com pH=9,0. Em seguida, adiciona-se 10 pL da amostra e decorridos 3 min, ¢ obtido o valor da

absorvancia (Abs;).

A seguir ¢ adicionado 5 pL de uma solu¢do de ADH (alcool desidrogenase) com
aproximadamente 7000U na cubeta onde foi lida a Abs; sendo entdo obtida uma nova

absorvancia (Abs,).
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O principio do método € realizado a partir das reagdes 1 e 2 mostradas a seguir:
Etanol + NAD" <> acetaldeido + NADH + H" (1)

Acetaldeido + NAD" + H,O — 4cido acético + NADH+H ................... (2)

O calculo de concentragdo de etanol € realizado através das Equagdes. (IV.2 e IV.3):

AA = (Az - Al )amostra - (Az - Al )branco (IV-Z)

onde:
A, = Absorvancia 2;
A1 = Absorvancia 1;

AA = Variagao de Absorvancia

V *PM

c= * AA (IV-3)
e*d *v*2%1000

onde:

c= concentragdo de etanol (g/L)

V= volume final (ml)

v=volume de amostra (ml)

PM-= peso molecular do etanol (g/mol)
d= caminho o6tico (cm)

€= coeficiente de extincdo de NADH

IV.2.4 Determinacédo da Atividade Lipéasica

A atividade da lipase foi medida através do método espectrofotométrico, sendo estimada
mediante a variacdo de absorvancia a 410 nm em espectrofotometro (HACH, DR-4000) devido a
oxidagdo do p-nitrofenil laurato (p-NFL) com uma concentracao de 0,162 mg.mL'1 em tampao
fosfato de potassio (0,05 M), pH 7,0 (PEREIRA-MEIRELLES, 1997).
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O substrato (p-NFL) ¢ preparado solubilizando 0,018 g deste em 1 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida, uma aliquota de 0,1 ml ¢ diluida 100 vezes em tampao
fosfato de potéssio (0,05 M). Um tubo de ensaio contendo 1,8 mL do substrato previamente
preparado ¢ aclimatado a 37°C por, aproximadamente, 15 minutos. Apods esse tempo, ¢é
adicionado 0,2 mL do sobrenadante do meio de cultura e a absorvancia acompanhada em
espectrofotometro a 410 nm contra o branco de reacdo (0,2 mL do tampao fosfato de potassio

adicionados a 1,8 mL do substrato).

O célculo da atividade € realizado utilizando a Equagao IV-4.

(AAbs)* D * f *V,
(At) *V,

av-4)
onde:

A = atividade da enzima (U.L"), onde 1 Unidade enzimatica (1U) corresponde a
quantidade de enzima capaz de produzir 1umol de p-nitrofenol por minuto nas condigdes de
ensaio;

AAbs = variagdo de absorvancia no intervalo de tempo At (em minutos) transcorrido

durante a fase de aumento linear da absorvancia;
D = dilui¢ao da solugdo enzimatica;

V = volume reacional, que ¢ o volume da solucao de p-NPL em tampao e o volume da

amostra, em litros;
V; = volume da solu¢ao enzimatica utilizada no ensaio, em litros;

f = fator de conversdo (245 pumol/L), obtido através da constru¢do de uma curva padrio

de p-NFL em concentragio variando entre 0,01 e 0,2 pmol.mL™".

I\VV.3 Caracterizagao da Morfologia e Viabilidade Celular

IV.3.1Andlise de Imagem

As imagens adquiridas foram registradas através da utilizagdo de um microscopio Optico,
Olympus, modelo BX51 com uma camara de fotografia digital, Olympus, acoplada. A amplia¢do
utilizada foi de 1000x do microscopio Optico e 4x do zoom dptico da maquina fotografica digital,

que perfaz uma ampliacdo de 4000x. As imagens recolhidas foram posteriormente tratadas
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através da medicao da area ocupada pelas células (em pixels) com uma rotina computacional
desenvolvida em MatLab® 6.1 (MATH WORKS INC., 1997). Para cada placa foram registradas

em torno de 10 imagens.

O programa desenvolvido para determinar o didmetro das micelas de emulsdes (FREIRE
et al., 2005) foi adaptado para determinar a area ocupada pelas células. Este programa ¢ dividido
em trés componentes principais: a binarizacdo das imagens obtidas, a quantificacdo da area e o

calculo de parametros estatisticos.

A binarizagdo consiste na conversdo da imagem obtida para uma imagem preto e branco,
com o seu subseqiiente tratamento de forma a eliminar possiveis ruidos. Desta forma transforma-
se uma matriz com trés dimensdes em uma matriz com duas dimensdes composta simplesmente
por elementos 0’s (pixies Off) e 1’s (pixeis on). A segunda componente do programa efetua a
quantificagdo das células, apresentando resultados como didmetro, didmetro ao cubo, area e
circularidade. Por ultimo existe uma componente que retne os dados de um determinado niimero
de imagens ja quantificadas anteriormente fornecendo como resultado final o nimero de objetos
analisados, o desvio padrdo da medicdo do didmetro, o didmetro médio final e a area total

ocupada por células e a 4rea ndo ocupada.

Pode-se visualizar um breve esquema do funcionamento desta ferramenta na Figura [V-6.
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Figura IV-6: Esquema do procedimento da técnica de Andlise de Imagem para a obtencao das propriedades
individuais das células de levedura Yarrowia lipolytica (foi utilizada nessa disserta¢io medidas de Fmax/Fmin)

Essa ferramenta tem como objetivo a medicdo da circularidade ao longo dos
experimentos, com o objetivo de verificar se ha ou ndo a formagao de hifas com a aplicagdo do
estresse através da andlise de Fos/Fmin (ou pode ser chamado também de andlise de
circularidade).
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No Experimento: Aliquotas foram retiradas no primeiro ponto de cada dia ao longo do
experimento. Foram registradas fotos no inicio do 1° dia e no inicio do 3° dia de experimento de

maneira que continham no minimo 100 objetos.

IV.3.2 Epifluorescéncia com alaranjado de acridina

A técnica de microscopia de fluorescéncia tem sido utilizada por diversos autores
(Hobbie et al., 1977; Rodrigues e Kroll, 1985; Raynal et al., 1994; Pinheiro et al., 1998) na
contagem da viabilidade celular. De fato, este corante (alaranjado de acridina) ¢ usado em kits de

biologia molecular para a determinacdo da viabilidade celular de leveduras.

Quando as moléculas de alaranjado de acridina se ligam a cadeia de RNA (4cido
ribonucleico), que esta presente nas células em grande quantidade quando estas crescem
exponencialmente, as células apresentam uma fluorescéncia laranja/vermelha (Figura IV-7). Pelo
contrario, quando se liga a0 DNA (4cido desoxirribonucleico), que predomina nas células mortas

ou com baixa taxa de reproducao, as células fluorescem verde/amarelo (Figura IV-7).

Figura IV-7: Exemplo de imagem com células de Y. lipolytica com alaranjado de acridina

- Procedimento experimental (Pinheiro, 2004)
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Para a preparacdo da fluorescéncia lavaram-se as células 4 vezes com solucdo tampao
fosfato de sodio 50 mmol-L™", pH 7.0. De seguida efetuou-se uma diluigio a suspensdo de forma
a obter uma concentra¢do celular inferior ou igual a 0.06 g-L-1. Adicionou-se, a preparacao
diluida, uma solucdo de alaranjado de acridina 0.1 % (p/v) de maneira a obter uma concentragao
final de 0.01 % (p/v).

Deixou-se a incubar durante 15 min, na auséncia de luz. De seguida, a preparagdo foi

observada ao microscopio de fluorescéncia com o filtro apropriado de UV 450 nm-490 nm.

A fracdo de células viaveis ¢ estimada pela razdo entre o nimero de células de cor

laranja/vermelho e o niimero total de células.

IV.3.3 Epifluorescéncia com Calcofluor

Calcofluor ¢ um corante utilizado na microscopia de fluorescéncia, que tem sido usado
para branquear téxteis e de papel devido a sua capacidade de hidrogenar a celulose. Além disso,
este composto também foi utilizado na localizagdo topolédgica de celulose (Haigler et al., 1980) e
quitina (Herth, 1980).

As células de calcofluor se ligam a parede celular corando os pontos de brotamento da
célula, onde ha a formagao de cicatriz, ou seja ha uma coragdo do anel de quitina formado a cada
processo de gemulacdo; exibindo assim no microscopio uma coloragdo azul clara como pode ser

vista na Figura IV-8.

Figura IV-8: Imagem obtida de Saccharomyces cerevisiae corada com calcofluor

- Procedimento experimental
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Para a determinacdo do histograma de idade populacional foi utilizada metodologia
descrita por Elorza et al, (1983). A contagem de cicatrizes ¢ realizada com auxilio de calcofuor:
0,5 mL de amostra foi lavado com dgua deionizada duas vezes, adicionando-se 0,5 ml de solucao
de 2pg/ml calcofluor (corante) sendo mantidos no escuro por 10 minutos. O corante foi retirado
por centrifugacdo e lavado, novamente, com agua deionizada. As células foram suspensas em
0,3ml de agua destilada sendo posteriormente preparadas ldminas a fresco para observagdo em
microscopio com magnificacdo total de 100x, utilizando fluorescéncia na faixa de 320 a 350 nm.

Foram contadas cicatrizes de aproximadamente 50 células em cada lamina.
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Capitulo V- Resultados e Discussdes
V.1 Saccharomyces cerevisiae

V.1.1 Modelagem Matematica do cultivo de S. cerevisiae

Para o estudo do comportamento da levedura Saccharomyces cerevisiae frente a
aplica¢do de estresse eletroquimico, com base nas observagdes experimentais, foi proposto um

modelo descrito na Tabela V-1.

No modelo proposto, adota-se cinética de Monod com a influéncia da concentracdo de

oxigeénio, isto ¢, sendo este considerado um segundo substrato limitante, como mostra a Eq. (V-
1).

*S @)
_ S, O, (V-1)

Ki+S Kg, +0,

7,

Onde:

Lmix - taxa especifica maxima de crescimento (h™)

S — concentragdo do primeiro substrato limitante (glicose) (g/L)
K — constante de saturacdo para o primeiro substrato limitante

O, — concentragao de oxigénio dissolvido (ppm)

K. — constante de saturagdo para o oxigénio
2
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Tabela V-1: Modelos avaliados para Saccharomyces cerevisiae

dX(t) ds(r) dP(t) dos(t)

- - = & - 7
e e [ras e

MODELO

_dX(t)* 1 _dP(t)* 1
u* X dt Y 'xs dt Y'es

1 dX(@) K.a*(0, —0,)-do,
Y. o dt

Onde:

1L - taxa especifica de crescimento (h™)

X — concentragao celular (g/L)

Y’xs — fator de rendimento de célula em relagdo ao substrato consumido para crescimento
(gX/gS)

Y’ps — fator de rendimento de produto em relagdo ao substrato consumido para produto
(gP/gS)

Kia - coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™)

0," - concentragio de saturagdo de oxigénio dissolvido, adotada igual a 7 ppm.

O, —concentracgao de oxigénio dissolvido (ppm)

qoz2— taxa de consumo de oxigénio (ppm*h)

O procedimento adotado de regressdo dos parametros aplica o algoritmo de otimizagdo
Nelder & Mead (disponivel no Toolbox de Otimizagdo do MATLAB, fungido fminsearch) para

minimizar a fun¢do objetivo da Eq. (V-2).

NPTE( NPTS, NPTX 2 NPT 2

FObi = Z Pca|0(i)_ F)exp(i))2 + Z(Scalc(i)_sexp(i))2 + Z(xcalc - xexp) + kZ Ozcalc _Ozexp)

i=1 j=1 k=1

(V-2)

onde, P(t) (totalizando NPTEt (numero de pontos totais de etanol) medi¢des, em g/I), S(t)
(totalizando NPTS (ntimero de pontos totais de substrato) medi¢des, em g/l), X(t) (totalizando
NPTX (nimero de pontos totais de célula) medicdes, , em g p.s./l1) e O2(t) (totalizando NPTO2
(nimero de pontos totais de oxigénio) medigdes, em ppm), sdo, respectivamente, as

concentragdes de etanol, glicose (substrato), células e oxigénio dissolvido.
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Os sub-indices calc e exp representam respectivamente os valores calculados pelo modelo
e os valores experimentais. O problema de otimizagao formulado ¢ descrito na Eq.(V-3).

(V-3)

Como o algoritmo de otimizagdo empregado ¢ irrestrito, com a finalidade de estabelecer

limites e normalizar o espaco de busca da otimizagdo, ¢ implementada a transformacdo de
variaveis mostrada na Eq. (V-4).

—linf
0= [
sup —
p-Pp (V-4)
onde 2 ¢ o parametro normalizado, P Jalor do parametro, linf ¢ o limite inferior e
I'sup o limite superior. No célculo da fun¢ao objetivo, o valor do parametro ¢ restaurado pela Eq.
(V-5).
I sup —linf ) §°
-t Lo 10

2
1+ Q (V-5)

Na Tabela V-2 sao apresentados os numeros de pontos experimentais utilizados para a
implementagdo do modelo proposto.
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Tabela V-2: Numero de pontos experimentais, utilizando Saccharomyces cerevisiae, para Concentracio de:
substrato, celular, etanol e oxigénio dissolvido ao longo de todos os experimentos estudados

Concentracio Concentracio de
Concentrac¢ao | Concentrac¢ao
Experimento de substrato Oxigénio
(glicose) Celular de Etanol Dissolvido
1 13 13 8 13
2 13 13 0 13
3 12 12 8 12
4 12 12 0 12
5 12 12 8 12
6 15 15 0 15
7 12 12 7 12
8 14 14 0 14
SUB-TOTAL 103 103 31 103
TOTAL DE
MEDICOES 340
(NT)

As condi¢des experimentais investigadas para S. cerevisiae estdo brevemente resumidas
na Tabela V-3.

Tabela V-3: Resumo das condigdes experimentais realizadas com Saccharomyces cerevisiae

Experimento Potencial Medicdes apos Corte RPM
1 Nao Sim 275
2 Nao Sim 275
3 0,75V Sim 275
4 0,75V Sim 275
5 0,75V Sim 400
6 0,75V Sim 400
7 0,75V Sim 400
8 0,75V Sim 400
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O modelo, para um dado conjunto de valores dos parametros, definidos no vetor p, foi
integrado com o solver ode45.m do MATLAB 7.1 (The Mathworks Inc.). Os pardmetros, com os

valores finais e unidades obtidos sdo mostrados na Tabela V-4.

Estudos anteriores (Oliveira et al. 2007 ¢ 2009) revelaram que o valor de pmax, OU seja a
taxa especifica maxima de crescimento celular, ndo sofre influéncia do estresse eletroquimico,
entdo foi adotada tal medida no modelo. Fox (2006) em seu estudo constatou que a aplicagdo de
potencial elétrico aumenta a porosidade da membrana celular do microorganismo, facilitando
assim a entrada e saida de metabolitos da célula. Adicionalmente, a observagdo experimental
indica uma acelera¢do da dindmica de consumo de substrato quando o cultivo foi submetido a
estresse eletroquimico. Assim, adota-se nesse trabalho que as duas condicdes experimentais
(controle e com aplicagdo de potencial elétrico) sdo mais adequadamente representadas com
valores distintos de Ks. Com a aplicacdo de potencial elétrico o substrato consegue permear mais
facilmente para o interior da célula, ou seja, tal valor mais baixo caracteriza uma maior afinidade

da célula pelo substrato, como esta apresentado na Tabela V-4.

Para o parametro Y’xs, adotou-se a dependéncia no potencial elétrico aplicado. Os
resultados apresentados na Tabela V-4 mostram que o valor numérico deste parametro foi maior
em experimentos com estresse, 0 que caracteriza um maior rendimento em células quando se
aplica o estresse eletroquimico. Contudo, nota-se que para os valores obtidos para Y’ps hd um
comportamento contrario. Portanto, com aplicacdo do potencial elétrico o fluxo de substrato esta
sendo deslocado para a produ¢do de células e ndo de produto. Para Y’xp 0 maior valor indica
maior quantidade de célula em relagdo ao substrato o que comprova a explicagdo de que a
aplicag¢do de pontencial elétrico faz com que o fluxo de substrato seja deslocado para a producao

de c’leulas e ndo de produto.

Como ndo ha evidéncia experimental de que o transporte de O, para a célula sofra
alteragdo com a aplicacdo de potencial elétrico, adota-se que um unico valor do parametro K, ¢
capaz de representar o transporte de O,. Justifica-se tal decisdo também com base no tamanho da
molécula de oxigénio quando comparada com a molécula de glicose. A molécula de oxigénio ¢
tdo menor que a molécula de glicose, que a alteragdo na porosidade da membrana celular ndo

afeta seu fluxo para o interior da célula, diferentemente da glicose.

Os valores diferentes de K a para as agitagdes estudadas sdo condizentes com a literatura,
pois a presenc¢a de células como particulas apresenta certa influéncia na transferéncia de oxigénio
quando o sistema ¢ agitado lentamente (até 250 rpm), havendo uma reducdo do valor de K;a..
Entretanto, com maior velocidade de agitag¢do (a partir de 350 rpm) a interferéncia das células na
transferéncia de oxigénio passa a ser positiva de acordo com Amaral (2007).
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Tabela V-4: Parametros obtidos em experimentos utilizando S. cerevisiae através do modelo proposto com o
auxilio do programa MATLAB 7.1 (The Mathworks Inc.)

Parametros Valor Final Unidade

ﬂmax 0-5952 h-1

sem potencial: 6.6877
Ks . g/l
com potencial: 1.2692

Ko, 0.3569 g/l
1 sem potencial: 0.9579 S/ g X (ps)
; gS/ g X (p.s.
Y xs com potencial: 0.8480
1 sem potencial: 0.6652
, gP/gS
Yo com potencial: 1.0005
1 sem potencial: 0.5328
) . gX/gP
Y'o com potencial: 0.9658
Kia (275 rpm) 2.9704 h!
Kia (400 rpm) 13.1574 h!
o, 19.8365 ppm/1 OD / g X (p.s)

A qualidade do ajuste obtido ¢ apresentada nas Figuras V-1 a V-4, que representam
respectivamente o crescimento celular, consumo de substrato, producdo de etanol e consumo de

O,. Nota-se que os parametros atenderam satisfatoriamente os experimentos em estudo.
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Figura V-1: Perfis de crescimento celular obtidos para o cultive de S. cerevisiae nas condicoes estudadas com a utilizacio do modelo matematicos em
todos os pontos obtidos experimentalmente.
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V.1.2 Morfologia Celular

a) Epifluorescéncia com calcofluor

O corante calcofluor ¢ utilizado para a quantificacdo da idade celular visto que se liga a
quitina da parede celular, isto ¢ a cada cicatriz deixada pelo processo de gemulagdo da célula,
emitindo uma colorac¢do azulada. A idade celular ¢ atribuida devido ao niimero de cicatrizes que

a célula é detentora.

O cultivo de S. cerevisiae foi realizado em batelada por cortes, ou seja, retirada de metade
do volume do mosto quando da exaustdao de substrato e adi¢do de meio novo mantendo a mesma
concentragdo inicial de substrato, e o potencial elétrico aplicado apenas na 2° batelada em ambas
agitagdes estudadas. Os pontos para analise morfoldgica foram adquiridos no inicio, na troca de

meio e ao final de cada experimento.

Com o intuito de averiguar o comportamento da morfologia celular antes da aplicacdo do
potencial elétrico foram retiradas aliquotas no ponto de corte (antes da 2° batelada) para as duas
condi¢cdes de agitagdo estudadas, 275 rpm e 400 rpm. Os resultados sdo observados nas Figuras

V-5 e V-6, respectivamente.

O Controle
m0.75V

n° de cicatrizes

Figura V-5: Histograma de freqiiéncia de células por nimero de cicatrizes em experimentos conduzidos a 275
rpm.
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Figura V-6: Histograma de freqiiéncia de células por nimero de cicatrizes em experimentos conduzidos a 400
rpm.

Analisando as Figuras V-5 e V-6 separadamente, pode-se constatar que as células
encontram-se em sincronia celular antes da segunda batelada, ou seja, no experimento controle e
no experimento em que foi aplicado potencial. Porém relacionando as duas figuras hd uma
diferenga quando o experimento ¢ conduzido em diferentes velocidades de agitagao. Quando o
sistema ¢ agitado a 400 rpm ndo ha células com 5 ou mais cicatrizes, enquanto que para o

sistema agitado a 275, ha um deslocamento do histograma para um maior nimero de cicatrizes.

Posteriormente, para avaliar o comportamento do ciclo celular dos cultivos sem e com
aplicacdo de potencial elétrico foram analisadas amostras no final de cada experimento de 275 e

400 rpm, que sdo apresentadas nas Figuras V-7 e V-8, respectivamente.
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Figura V-8: Histograma de freqiiéncia de células por nimero de cicatrizes ao final dos experimentos controle

e com potencial conduzidos a 400 rpm.
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A agitagdo exerce forte influencia no nimero de células com menos que duas cicatrizes, o
que ¢ facilmente visualizado em experimentos controle. Quanto menor a agita¢ao aplicada maior

sera o nimero de células que possuem mais de duas cicatrizes.

Hartwell e Unger (1977) mostraram que células de S. cerevisiae sofrem divisao
assimétrica e que seu ciclo celular ¢ controlado por massa: hd uma massa minima que a célula
deve alcangar para iniciar o processo de divisdo. Isso sugere através dos resultados obtidos que a
aplicagdo de potencial elétrico favorece o aumento de células em processo de divisdo pela
diminui¢do de seu tamanho critico. Segundo Duarte (2006) células-filhas sdo menores que
células-mae resultando em um tempo maior para que as filhas completem o ciclo de divisdo, ou

seja o potencial elétrico também pode estar acelerando o reldgio biologico da célula.

V.2 Yarrowia lipolytica

V.2.1 Modelagem matematica do cultivo de Y. lipolytica

Foi proposto para Y. lipolytica um modelo analogo ao da S. cerevisiae para realizar os
estudou metabolicos com os dados experimentais obtidos. Nesse modelo foi utilizado a Equacao
de Monod modificada (Eq. V-1) onde o oxigénio ¢ o substrato limitante. A Tabela V-5 apresenta
os modelos adotados. Na Tabela V-6, sdo apresentados os dados experimentais empregada para

ajuste de parametros do modelo.
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Tabela V-5: Modelos avaliados para Y. lipolytica

3 dx () ds() do, ()
8 dt dt dt
=
dx(t), 1 . *X *S
u*X - ()*_ K ,a*(, _Oz)_qo2
dt Yy (Kos +9)
Onde:

11 - taxa especifica de crescimento celular (h™)

X - concentracao celular (g/1)

Yxs — fator de rendimento de célula em relacdao ao substrato consumido total
KLa — coeficiente volumétrico de transferéncia de oxigénio (h™)

O,* - concentragdo de saturagdo de oxigénio dissolvido, adotada igual a 7 ppm.
O, — concentragao de oxigénio dissolvido (ppm)

Kos — constante saturacdo para o substrato em relacao ao oxigénio consumido
qO2 — taxa de consumo de oxigénio (g/l*h)

S — concentragdo do substrato (g/L)
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Tabela V-6: Numero de pontos experimentais, utilizando Y. lipolytica, para Concentragéio de: substrato,
celular e oxigénio dissolvido ao longo de todos os experimentos estudados

Concentrac¢ao de

Concentracao de

Experimento Concentraciao Celular
substrato (glicose) Oxigénio Dissolvido
1 17 17 17
2 18 18 18
3 12 12 12
4 18 18 18
5 18 18 18
6 21 21 21
7 12 12 12
8 17 17 17
9 10 10 10
SUB-TOTAL 143 143 143
TOTAL DE
429

MEDICOES (NT)

As condi¢des experimentais para o cultivo de Yarrowia lipolytica estudadas sdo

brevemente resumidas na Tabela V-7.
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Tabela V-7: Resumo das condi¢des experimentais dos experimentos realizados com Yarrowia lipolytica
Experimento  Potencial

1 Nao

=R - N L= N R SRR 8
=
9
()}
<

Para o estudo foi adotada a dependéncia dos pardmetros K e Yxs com a aplicacdo do
potencial elétrico no modelo proposto para Y. lipolytica, porque em estudos anteriores de
Oliveira (2007 e 2009) foi verificado que esse tipo de estresse exerce influéncia nesses dois

parametros.

Pelo mesmo motivo ja mencionado anteriormente os valores de pmax foram considerados

constantes em ambas condigdes experimentais.

Os valores da constante de saturacdo do modelo de Monod (Ks) sugerem que com a
aplicagdo do potencial elétrico a afinidade da célula pelo substrato aumenta isso pode ser
justificado através do aumento da porosidade da célula, j4 comprovado por Fox (2006), o que

provavelmente aumenta permeabilidade celular ao substrato.

Como ndo ha evidéncia experimental de que o transporte de oxigénio para a célula sofra
alteracdo com a aplicagdo de potencial elétrico, adota-se que um unico valor do parametro ¢
capaz de representar o transporte de oxigénio. Justifica-se tal decisdo também com base no
tamanho da molécula de oxigénio, com melhor permeabilidade através da membrana celular

quando comparada com a molécula de glicose.

O valor de Yxs foi maior em experimentos com estresse, 0 que caracteriza um maior

rendimento em células. Tal fato ¢ plausivel visto que hd uma maior facilidade de acesso ao
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substrato pela célula. A glicose ja ¢ um substrato facilmente assimilavel pela célula. H4 um

maior fluxo de glicose para o interior da célula.

O resultado obtido de Kia se mostrou bastante equiparado com o obtido por Amaral
(2007), visto que o autor relata em sua tese valores em diferentes agitacdes e na agitagdo de 350
rpm possui um Kya de 23,4 h™'. Como o trabalho se realiza em 550 rpm e o aumento da agitagdo

gera um aumento do Kra o valor obtido se mostra dentro do esperado.
Tabela V-8: Parimetros obtidos em experimentos utilizando Y. lipolytica através do modelo proposto com o
auxilio do programa MATLAB 7.1 (The Mathworks Inc.)

Parametros Valor Final Unidade

Hinax 0.3592 h!

sem potencial: 8.5138
Ks g/l
com potencial: 4.7559

Ko, 0.2444 7
Kos 0.0104 "

1 sem potencial: 1.7824
ﬁ com potencial: 1.2974 gS/gX(ps)
Kya 31.1894 i
o, 10.1464 g10D /g X (p.s)

Para verificar analiticamente se o0 modelo consegue representar os pontos experimentais,
foram obtidos graficos que representam respectivamente o crescimento celular, consumo de
substrato e o consumo de O,, como podem ser vistos nas Figuras V-9 até V-11. Nota-se que os

parametros atenderam satisfatoriamente os experimentos.
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Figura V-9: Perfis de crescimento celular obtidos para o cultivo de Y. lipolytica nas condi¢des estudadas com a utilizacdo do modelo matematicos em

todos os pontos obtidos experimentalmente.
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Figura V-10: Perfis de consumo de substrato obtidos para o cultivo de Y. lipolytica nas condicdes estudadas com a utilizacio do modelo matematicos em
todos os pontos obtidos experimentalmente.
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V.2.2 Producgéo de lipase

A atividade lipésica extracelular foi acompanhada durante os cultivos através do método
espectrofotométrico. Como foi mencionado na revisdo bibliografica, este método detecta além
das lipases, outras esterases, o que pode superestimar os resultados no que se refere a enzima
desejada, a lipase. A Figura V-12 apresenta os perfis de atividade obtidos para todas as
condigoes estudadas.
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Figura V-12: Atividade da lipase extra-celular de Y. lipolytica ao longo do experimento nas 3
condi¢des experimentais estudadas (controle, com estresse de 0.75V e 1V)

Ao se observar a Figura V-12, a presenca de atividade lipolitica ¢ visualizada em
experimentos controle em aproximadamente 20h, isto ¢, na fase estaciondria do
crescimento celular o que estd de acordo com o que fora descrito por Amaral (2003).
Porém quando o potencial elétrico ¢ aplicado essa enzima parece ser excretada para o
meio mais rapidamente fazendo com que o maximo de atividade seja obtido em,
aproximadamente, 8 horas. Pereira-Meirelles et al. (2000) estudaram a localizagdo da
lipase em células de Y. lipolytica e ndo detectaram lipase extracelular durante as
primeiras 24 horas de cultivo, sugerindo que nesta fase a lipase intracelular comega a
ser liberada lentamente no meio de cultura e atinge seu maximo somente no final da
fase estacionaria de crescimento. Entdo a permeabilidade na membrana causada pelo

estresse eletroquimico (Fox, 2006) seria uma justificativa plausivel para a explicacdo da
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diferenca de atividade lipolitica entre os experimentos controle e com estresse; pois

facilita a excregao da lipase intracelular.

V.2.3 Morfologia Celular

a) Andlise de Imagem:

No estudo com Y. lipolytica procurou-se investigar a formagao de hifas deste
microrganismo dado que esta ¢ uma levedura modelo no estudo de dimorfismo celular,
ou seja a habilidade de alternar, reversivelmente, entre duas formas morfologicas:
células ovodides e hifas bastante alongadas. Yarrowia lipolytica ¢ um fungo que
apresenta dimorfismo naturalmente, formando células de leveduras, pseudo-hifas e hifas

septadas.

Para se analisar a formagdao de hifas ao longo do processo (sem e com a
aplicacao de estresse), foi utilizado um programa de analise de imagens desenvolvido
por Freire et al. (2005), onde o mesmo analisa a circularidade da cepa através da relagdo
Fmax/Fmin (Kawasse et al (2003)). Durante o cultivo e produgdo de lipase de Y
lipolytica, foram retiradas amostras no inicio (0 horas de experimento) e ao final do

experimento (48 horas de experimento).

Os resultados sem aplicagdo de potencial elétrico e com potencial elétrico sao
apresentados na Figura V-13 para o inicio do experimento e na Figura V-14 para o final

do experimento.
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Figura V-13: Perfil de Imagem para Yarrowia lipolytica no inicio dos experimentos (controle, 0,75V
elV)
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Figura V-14: Perfil de Imagem para Yarrowia lipolytica ao final dos experimentos (controle, 0,75V e
1v)

Através dos perfis obtidos na Figura V-13, pode se observar uma variagao nos
valores obtidos para a morfologia no ponto inicial, isso ocorre, pois a levedura foi
transferida para o inoculo a partir de um meio de cultivo sélido, sendo necessario algum
tempo ou algumas transferéncias para meios liquidos para sua adaptacdo a este meio.
Como foi feita apenas uma transferéncia para o meio liquido, ¢ possivel que isso aliado
ao pouco tempo de incubacdo neste meio (48 horas) ndo tenha sido suficiente para a
adaptacao das células.

Contudo na Figura V-14 ha uma tendéncia ao sincronismo celular, ou seja,
decorrido o tempo de cultivo em reator e com essa segunda transferéncia de meio, as
células tendem a se adaptarem ao meio de cultura, o que eliminaria a influéncia do

potencial elétrico sobre a formagao de hifas.

Para remover o efeito da aleatoriedade inicial da cultura,, e analisar assim apenas
a influéncia do potencial elétrico, foiempregada para andlise a relagdo percentual
descrita na Equagao V-6)

%ceélulas ,  —%células , .
5 3°dia 1° dia
relacdo percentual =

V-6
%células o dia (V-6)

Onde:

% células 3.4ia — € 0 percentual de células com cada elongagdo ao final do 3°dia.
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% células jeqis - € 0 percentual de células com cada elongag¢do ao final do 1°dia.

Observando a Figura V-15, nota-se que a aplicagdo de estresse eletroquimico
aumenta o niumero de células com elonga¢do em torno de 1, ou seja, as células ficam
mais circulares. Isto indica que a aplicacdo de potencial elétrico inibe a formagdo de
hifas.

1,0 O controle
0.5 - m0,75V
E o1V
g 0,0 -
g 1-1,5 1,5-2 248 5 21543
z§ 0,5
2
-1,0
-1,5

Fmax/Fmin

Figura V-15: Relacio percentual (entre o 3° e o 1° dia) contra circularidade em Yarrowia lipolytica
ao final dos experimentos (controle, 0,75V e 1V)

Ainda pode se constatar que o potencial de 0,75 V induz ainda mais esse efeito
até a circularidade em tono de 1,5-2, ja o potencial de 1,0 V reduz drasticamente a
formagao de hifas ao longo de todo o processo; quando comparadas com as células

controle.

b) Epifluorescéncia com alaranjado de acridina

Com o objetivo de analisar as células viaveis e ndo viaveis ao longo do processo
foi utilizada a técnica de epiflorescéncia com o alaranjado de acridina. Para a realiza¢ao

da analise foram recolhidos pontos no inicio do 1°, 2° e 3° dias de experimento.

Os resultados da andlise da viabilidade celular com a aplicacdo de potencial
elétrico em relagdo ao controle estdo apresentados nas Figuras V-16 e V-17 para células

ativas e inativas, respectivamente.

72



100 T T T

~ 80+ - - = = ol =
NS
O Controle

£ 60 | |
s m0.75V

= 4 ||

5 40 o1V

S
~ 20 -

0
1 2 3
Dia
Figura V-16: Histograma de distribuicdo de percentual de células vivas ao longo dos dias de
experimento.
20

S

SBE

g O Controle

)

210 T m0.75V

=

S .| o1v

=

&)

a9

0 -
1 2 3
Dia
Figura V-17: Histograma de distribuicfio de percentual de células mortas ao longo dos dias de
experimento.

Pode-se notar na Figura V-16 uma similaridade no percentual de células viaveis
em todas as condi¢des experimentais. Portanto, o resultado indica que o potencial
elétrico ndo afeta a viabilidade celular nas condi¢des estudadas. Na Figura V-17 ¢
possivel observar que o potencial também ndo exerce uma influéncia significativa nas
células ndo viaveis, existindo apenas uma ligeira elevagdo do percentual de células

mortas em experimentos com aplica¢ao de potencial de 0,75 V.
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Capitulo VI - Conclusdes

Conclusdes para o cultivo de Saccharomyces cerevisiae
De acordo com a modelagem do processo:

v' O estresse eletroquimico influencia nos seguintes pardmetros: Ks, Y’xs,
Y’PS: Y’PX-
v Os valores obtidos para Ks denotam que quando o potencial elétrico é

aplicado o substrato permea mais facilmente para o interior da célula.

v" O potencial elétrico melhora a produgdo de células, ou seja, o consumo
de substrato esta sendo direcionado para a producdo de células; os
valores de Y’ps corroboram tal conclusdo, visto que a aplicagdo de

potencial elétrico diminui tal fator de rendimento.
v' Os valores de Ky a estdo condizendo para as agitagdes estudadas
De acordo com a morfologia

v Antes da aplicac¢do do estresse (no inicio da segunda batelada) em ambas

as rotagdes as células encontram-se em sincronia celular
v' O aumento da agita¢do inibe o processo de gemulagio celular.

v' Ao final do experimento, a agitacdo exerceu forte influencia no niimero
de células com menos que duas cicatrizes. Quanto menor a agitacdo
aplicada maior serd o niumero de células que possuem mais de duas
cicatrizes. A aplicacdo do potencial, independente da agitagdo, favorece
o aumento de células no processo de divisao indicando uma possivel
aceleracdo do reldgio biologico ou diminui¢do do tamanho critico para a
divisao.

Conclusdes para o cultivo de Yarrowia lipolytica

De acordo com a modelagem do processo:

v' O estresse eletroquimico influencia nos seguintes parametros: Ks, Yxs.

v" Os valores obtidos para KS denotam que quando o potencial elétrico é
aplicado o substrato permea mais facilmente para o interior da célula, o

que também foi observado nos resultados para a outra levedura..

v" O potencial elétrico melhora a producdo de células, ou seja, o consumo

de substrato esta sendo direcionado para a producao de células.
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v O valor de K a condiz com a agita¢do estudada

v' A permeabilidade celular causada pelo potencial elétrico facilita a

excrecdo da lipase intracelular para o meio extra celular..
Morfologia

v No ponto inicial dos experimentos foi constatada uma aleatoriedade no
que diz respeito a morfologia, porém ao longo do experimento (no ultimo
dia) nota-se um uniformidade entre as formas de condu¢@o do processo.

A aplicacdo do potencial elétrico nao influenciou na formagao de hifas.

v" No inicio do experimento ha uma aleatoriedade com relagdo ao
alongamento das células, porém ao final do mesmo ¢ observada uma

uniformidade das células nas condigdes estudadas.

v O potencial elétrico ndo exerce influencia na viabilidade celular.
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