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Optimizagdo das condi¢Ges de cultura da Saccharomyces cerevisiae e de outros fungos
produtores de oligossacaridos

Resumo

Este estudo envolve o controlo e a optimizagdo das condigdes de culturas dos
microrganismos: Saccharomyces cerevisiae CCMI 396, S. cerevisiae v. lab., Aspergillus
oryzae CCMI 1285, Aspergillus japonicus CCMI 443, Fusarium oxysporum CCMI 866,
Aspergillus niger CCMI 296 com vista a produgio de oligossacaridos.

Determinaram-se os pardmetros caracteristicos das culturas de duas diferentes
estirpes de Saccharomyces com diferentes fontes de carbono e em diferentes condigdes
ambientais. O perfil de crescimento da S. cerevisiae CCMI 396 foi semelhante nos
diferentes meios de cultura estudados, sendo a velocidade especifica de crescimento
mais elevada no meio com glucose a pH 5 e a 30°C (0,36h™"). A S. cerevisiae v. lab. teve
velocidade especifica de crescimento idéntica nas mesmas condigdes da outra estirpe,
no entanto, o perfil de crescimento foi diferente nos outros meios de cultura.

Estudou-se o efeito da adi¢do de sumo de laranja ou de tomate ao meio de
cultura com sacarose e avaliou-se a evolugdo glucidica no meio de cultura durante o
ensaio por HPLC com detector RI. Determinou-se a frutosiltransferase no sobrenadante
e na fracgdo intracelular e determinou-se a evolugdo dos oligossacaridos.

Numa segunda parte deste trabalho efectuaram-se culturas dos quatro fungos
filamentosos com vista a avaliar a capacidade de produgdo, nomeadamente, de fruto-
oligassacaridos. Os resultados mostraram que a espécie Aspergillus japonicus CCMI
443 originou, nas mesmas condigdes de cultura, valores superiores, sendo a
percentagem de produgdo FOS,uis/Glucimis de 61% para os enzimas intracelulares e
40% para os enzimas no sobrenadante.
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Optimization of culture conditions for Saccharomyces
cerevisiae and other fungi producing oligosaccharides

Abstract

This study involves control and optimization of the cultures of microorganisms:
Saccharomyces cerevisiae CCMI 396, S. cerevisiae v. lab., Aspergillus oryzae CCMI
125, Aspergillus japonicus CCMI 443, Fusarium oxysporum CCMI 866, Aspergillus
niger CCMI 296 for oligosaccharides production.

Were determined the parameters characteristic of the cultures of two different
strains of Saccharomyces with different sources of carbon and in different
environmental conditions. The growth profile of S. cerevisiae CCMI 396 was similar in
different cultures media, but the highest specific growth was obtained in a medium with
glucose, pH 5, at 30°C (0.36h™). S. cerevisiae v. lab. had similar growth profile in a
medium with glucose but with others culture media was different.

We studied the effect of adding orange juice or tomato to the culture medium
with sucrose and evaluated the evolution glucidic in the culture medium during the test
by HPLC with RI detector.

Fructosyltransferase was determined in the extracellular and the intracellular
fractions and determined the evolution of oligosaccharides.

In the second part of this work were carried out cultures of four filamentous
fungi in order to assess production capacity, in particular, fructoligosaccharides. The
results showed that the specie Aspergillus japonicus CCMI 443 originated in the same
culture conditions, higher values and the percentage of production FOS,/Gucya of
61% for intracellular enzymes and 40% for extracellular enzymes.
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1.Nota Prévia

O conhecimento actual sobre Saccharomyces cerevisiae atingiu niveis cientificos
elevados, foi o primeiro organismo a ter o seu genoma totalmente sequenciado, o que
fez dele o organismo mais estudado, utilizado e divulgado. Assim foi interessante visitd-
lo na historia. Isso levou ao registo de alguns testemunhos que sdo uteis para motivar o
estudo desta area cientifica e conhecer a beleza de como este saber foi transmitido.

E uma levedura ligada ao progresso e bem-estar da humanidade. Algumas
espécies do género Saccharomyces sdo capazes de realizar o processo de fermentagéo,
processo este que desde tempos ancestrais tem sido explorado na fabricagdo de pdo e
bebidas alcodlicas, e tem sido escolhida como modelo basico de célula biologica para o
estudo de processos complexos.

O desempenho da levedura é afectado pela estirpe seleccionada, meios de cultura
utilizados, pH, temperatura, oxigénio e outros factores ambientais. A utilizagdo de
erlenmeyers agitados e biorreactores para a cultura da S. cerevisiae permitiram utilizar
processos fermentativos para determinar a velocidade especifica de crescimento, o
rendimento em biomassa, bem como a actividade fermentativa do microrganismo.

O estudo do metabolismo permitiu conhecer os produtos primdrios e
secundarios, e os factores ambientais que influenciavam a sua formagdo. As reacgdes
enziméticas envolvidas e as caracteristicas cinéticas conduziram ao inicio do estudo
sobre a regulagdo de determinadas vias metabodlicas.

O desenvolvimento deste estudo e a necessidade de aplicagdes Uteis desta
informag#o, levaram 2 realizagdo experimental da fermentag@o e ao conhecimento dos
pardmetros do processo e dos produtos que se poderdo obter.

Assim, neste trabalho, estudou-se o perfil de crescimento da Saccharomyces
cerevisiae em cultura descontinua, em erlenmeyers agitados e em biorreactor, utilizando
diversas fontes de carbono e de azoto € em diferentes condigdes ambientais. Este estudo
foi acompanhado com a medida de pardmetros que permitiram planear acgdes de

fermentagdo futuras.




Optimizagdo das condigdes de cultura da Saccharomyces cerevisiae e de outros fungos
produtores de oligossacaridos

No sentido de conhecer o comportamento de duas estirpes de Saccharomyces
cerevisiae em meios de cultura com sacarose, suplementada com sumo, realizaram-se
varios ensaios experimentais e controlou-se a evolu¢do do contelido desses meios de
cultura.

Este estudo tentou verificar se estas estirpes de Saccharomyces utilizadas em
condi¢des de concentragdo elevada de sacarose originavam fruto-oligossacaridos, FOS.
Desenvolvem-se as culturas e as técnicas necessarias para seguir o consumo da sacarose
e determinar possiveis compostos resultantes das transformag¢des da sacarose pela
Saccharomyces cerevisiae em oligdmeros de frutose tais como os compostos de 1-
cestose (GF,), nistose (GF3) e frutofuranosil nistose (GF4), em que as unidades de
frutosil (F) sdo ligadas a sacarose com uma ligagdo beta-2,1.

Construiram-se curvas de calibragdo com padrdes destes compostos por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC, com detector de indice de refrac¢do para
detectar os FOS nas culturas desenvolvidas. Como nestas culturas ndo foram detectados
estes compostos considerou-se importante utilizar outros microrganismos que a
bibliografia recomendava para os obter. Tinham-se ja desenvolvido as técnicas
necessarias para o efeito e considerou-se pertinente levar a efeito novas culturas. Era
importante estudar esta area cientifica como também, sendo professora, a aplicar na
pratica lectiva. Deste modo, criaram-se as bases para o inicio do trabalho de
investigacdo futura.

Assim, considera-se que o objectivo a atingir, que consistia na preparagio
cientifica e profissional, foi alcangado. Desenvolveram-se metodologias de trabalho,
efectuaram-se culturas de microrganismos em condi¢des de rigor cientifico, aplicaram-
se as técnicas analiticas ao controlo dos processos biotecnoldgicos e efectuou-se
pesquisa bibliografica. Consolidou-se o saber para a investigagdo cientifica e o ensino
no futuro.

O trabalho desenvolveu-se em duas partes: uma tedrica, outra experimental.

A parte tedrica compreende os seguintes capitulos: uma breve historia sobre as
leveduras; a caracterizagdo da Saccharomyces cerevisiae; factores que condicionam o
crescimento; metabolismo da Saccharomyces cerevisiae e a produgdo de fruto-
oligossacéridos.

A parte experimental esta dividida em quatro partes: o controlo do crescimento

de duas estirpes de Saccharomyces cerevisiae em diversos meios de cultura em
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erlenmeyers agitados; culturas de Saccharomyces cerevisiae em meio de cultura com
sacarose suplementado com sumo de laranja e de tomate; cultura de meio optimizado
em biorreactor e culturas de quatro fungos filamentosos produtores de fruto-
oligossacéridos, Aspergillus oryzae CCMI 125, Aspergillus japonicus CCMI 443,
Fusarium oxysporum CCMI 866 e Aspergillus niger CCMI 296.
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2.Introdugao

2.1. Breve historia sobre a utilizacio da Saccharomyces cerevisiae

A levedura esta intimamente ligada a Histdria através da fabricagdo do péo e das
bebidas fermentadas.

Ha hierdglifos egipcios com mais de 5000 anos que sugerem a utilizagdo da
levedura no fabrico do pdo e de cerveja.

Embora ndo se conhe¢a com exactiddo quando comegou o fabrico do pdo, ha
achados arqueologicos relativos a trituragdo de grdo que apontam os Periodos
Mesolitico o Neolitico como o inicio dessa actividade.

O pdo para além de alimento também era utilizado como oferenda aos deuses.

No Antigo Egipto o pdo servia, por vezes, de salario. Nesta civilizagdo, este
alimento era tdo importante que o seu fabrico ficou retratado em pinturas, esculturas em
madeira e nas pinturas das paredes dos timulos reais, como se pode ver nas seguintes

figuras (Figura 2.1. a2.4.).

Figura 2.1 - Pintura egipcia descrevendo todo o processo de fabrico do pdo.
(http://www .themediadrome.com/food.html
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Esta civilizaggo foi responsavel pelos melhoramentos de moagem do gréo e pela
criagdo da primeira escola de padeiros.

Estes ensinamentos foram transmitidos pelas legides romanas aos Gauleses.

Desde entdo, o pdo foi descoberto por diversos povos, devido as trocas
comerciais e colonizagdes, tornando-se a base da alimentagdo da maior parte da
Humanidade, devendo-se referir que as técnicas de panificagdo foram evoluindo ao
longo dos séculos mas a utilizagdo do isco - por¢do de massa da fabricagio precedente -
foi uma constante até ao inicio do século XIX.

Como foi referido, a levedura ¢ utilizada desde & varios séculos no fabrico de pdo
e de bebidas alcodlicas, contudo s6 em meados do século XIX, o quimico Louis Pasteur
descobriu que a fermentagdo se deve a ac¢do de microrganismos que, quando privados
de oxigénio, convertem o aglcar em etanol e diéxido de carbono. No entanto, j4 em
1680 Antoni van Leeuwenhoek tinha observado as células de levedura, existentes numa

gota de cerveja fermentada ao microscopio (Lima, N. et al. 2003).

Depois destes pequenos e importantes passos, outros foram dados, como por
exemplo:

e utilizagdo do nome Saccharomyces cerevisiae para designar leveduras
observadas no malte;

¢ produgdo industrial de levedura Saccharomyces cerevisiae;

e identificagdo do agicar como nutriente para o crescimento da levedura;

e implementagdo de cultura asséptica de leveduras;

e utilizagdo de sistemas de controlo — eléctrodos de pH e de oxigénio;

e primeiro mapa genético da Saccharomyces cerevisiae;

e produgdo industrial de levedura prensada, por Fleischmann em 1968;

e produgdo da vacina da hepatite B, utilizando-se para o efeito células de

Saccharomyces cerevisiae com o0 DNA recombinado.

Até que em 1996 foi disponibilizada a sequéncia completa do genoma desta

levedura, abrindo-se outras frentes de utiliza¢do deste microrganismo.

Assim, pode-se afirmar que as capacidades metabdlicas da levedura sdo

exploradas pelo Homem desde ha vérios séculos, embora s6 com recentes avangos
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cientificos e tecnologicos tenha sido possivel optimizar e diversificar essa exploragio

nas diferentes dreas da chamada biotecnologia (Alcarde, A.R. et al. ,1997).

2.2.Transformacéo de farinha em pio

As massas utilizadas na panificagdo sdo constituidas essencialmente por farinha,
sal, 4gua e levedura.

Como ja foi referido, o microrganismo responsavel pela fermentagdo desta
mistura € a Saccharomyces cerevisiae, vulgarmente conhecida como a levedura de
padeiro.

A fermentagdo depende da disponibilidade de aglicares presentes na farinha e da
capacidade enzimaética das a e B-amilases que catalisam a transformagio do amido em
dextrinas e posteriormente em maltose.

Como as proteinas na massa sdo enzimas glicoliticas, um elevado contetido
proteico resulta numa elevada actividade fermentativa (Enfors, S-O, et al., 1990)

Mas a actividade fermentativa também esta dependente do estado fisioldgico das
células, devendo toda a cultura apresentar o0 mesmo estado de maturagédo, com reduzido
numero de gemulagdes (Fonseca, M. e Teixeira, J. 2006).

Os aglcares mais simples glucose, frutose e sacarose asseguram a parte inicial
da fermentagdo cabendo a maltose a continuagdo da fermentagdo, cada molécula de
maltose € decomposta duas moléculas de glucose e frutose através da acgdo catalitica da
a-glucosidase. Saccharomyces cerevisiae ndo fermenta directamente a sacarose mas, a

sua enzima invertase permite a decomposi¢do do dissacarido em glucose e frutose.

O sal, composto com fungdo antiflingica, € outro factor limitante da actividade
fermentativa, para concentragdes entre 2% e 2,5 % p/p existe inibicdo consideravel da
fermentagio.

A temperatura e a presenga de oxigénio também devem ser controladas, a
temperatura deve variar, durante a fermentagdo, entre os 25 °C e os 30 °C e a

concentragdo de oxigénio na massa deve ser reduzida ou seja a fermentagio deve
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decorrer em ambiente microaerofilico, permitindo assim que a massa aumente quatro a

cinco vezes o volume. (Lima, N., 2003)

O péo € o produto resultante da cozedura de massa de farinha levedada. Levedar
significa aumentar de volume, com consequente abaixamento de densidade:; tal &
provocado pela produgio in situ de diéxido de carbono, o qual fica retido na matriz do
gluten e se expande durante a cozedura, dando origem & formagdo de espagos vazios. O
gliten € a proteina funcional da farinha de trigo, a qual possui a propriedade de, quando
hiimida e mecanicamente trabalhada, ganhar elasticidade, permitindo, deste modo, a
expansdo contida e a posterior libertagdo do gés nela aprisionado. (Lima, N. e outro,
2003).

A cozedura da massa decorre a altas temperaturas, matando a levedura e
evaporando o etanol e a d4gua. O amido ainda existente gelatiniza e o gluten precipita,
adquirindo o pdo uma estrutura semi-rigida.

O etanol produzido pela levedura embora evapore d4 origem a formagdo de
ésteres, 0s quais conferem qualidade ao pdo, nomeadamente sabor.

As propriedades importantes que uma levedura deve possuir para uma

fermentagdo rapida da massa sdo:

-elevada actividade glicolitica;

-capacidade de adaptag@o répida a alteragdo de substratos;

-elevada actividade da invertase;

-elevado potencial de fermentagdo da maltose;

-capacidade de sintetizar enzimas e coenzimas em condi¢des anaerdbicas. (Oda,

Y. et al. 1989)
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2.4.Factores que condicionam o crescimento do microrganismo

Os microrganismos sfo os seres preferencialmente escolhidos para integrarem
varios processos biotecnologicos devido a:
= serem seres unicelulares ou pluricelulares mas pouco diferenciados facilitando a
sua cultura em fermentadores;
= apresentarem elevada velocidade de metabolismo;
» possuirem a capacidade de converter compostos de diferentes tipos;
= permitirem obter grande diversidade de metabolitos quer primarios quer

secundarios.

As fases tipicas de um processo de biotecnologia microbiana, antes da operagdo
do biorreactor propriamente dito e do que se passa a jusante deste, envolvem a selecg@o
do microrganismo mais conveniente, a caracterizagdo detalhada do microrganismo
seleccionado, tendo em vista a escolha adequada dos nutrientes, a formulagdo do meio
de cultura em fungdo da matéria-prima disponivel e a defini¢do das outras condi¢des

(parametros fisico-quimicos) de fermentagdo. (Alcarde, A.R., Basso, L.C., 1997).

2.4.1.Selec¢fio do microrganismo

A selecg¢@o de estirpes de Saccharomyces cerevisiae a utilizar em processos
fermentativos estd dependente da analise da taxa especifica de crescimento, rendimento

em biomassa bem como da actividade fermentativa do microrganismo.

2.4.2.Escolha de nutrientes do meio de cultura

Industrialmente a Saccharomyces cerevisiae € produzida em meios de cultura que
contém melagos de cana-de-aglcar e de beterraba, ricos em sacarose. Esta levedura néo
utiliza directamente este agucar sendo necessario que o enzima invertase transforme este

aglicar em glucose e frutose.

15
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Os melagos sdo deficientes em fosforo e azoto pelo que estes compostos sdo
habitualmente suplementados na forma de fosfato de amonio. Além do azoto e f6sforo,
e atendendo a que os melagos contém apenas uma pequena frac¢do dos elementos
essenciais ao crescimento, sdo ainda adicionados ao meio de cultura, na forma de sais
minerais, potassio, magnésio, enxofre e calcio (Lima, N., Mota, M., 2003).

As vitaminas sdo, também, essenciais ao crescimento do microrganismo, sendo
necessaria a inclusio de biotina, pantetonato, tiamina e inositol no meio de cultura
(Kristiansen, B., 1994). Embora os melagos tenham tiamina suficiente para o
crescimento 6ptimo da levedura, esta vitamina ¢ frequentemente adicionada, uma vez
que estimula a actividade fermentativa da levedura (Almeida, M.J. A., 1997)

A jungdio de quantidades vestigiais de manganés, cobalto, cobre, molibdénio,
zinco e ferro ¢ essencial porque estes elementos funcionam como cofactores de varios
enzimas.

Todos estes nutrientes s3o incorporados no material celular, alguns participando
na formagdo de macromoléculas e estruturas das células, outros permitem a obteng@o de
energia e ainda alguns que desempenham as duas fungdes.

O azoto ¢é considerado um elemento essencial para a multiplicag@o e crescimento
das leveduras, este nutriente entra como constituinte de vérias substancias organicas
encontradas nas leveduras, como os aminoacidos, proteinas, citocromos, e vitaminas.

Os macronutrientes nitrogénio, carbono, hidrogénio e oxigénio representam

cerca de 94% da matéria seca (Tabela 2.1).

Tabela 2.1 — Composigéo elementar do fermento de padeiro

(adaptado de Kristiansen, B., 1994)

Elemento % peso seco
Carbono 48
Oxigénio 31
Nitrogénio 8
Hidrogénio 7
Potassio 2
Fésforo 1,5
Magnésio 0,3
Calcio 0,2
Enxofre 0,2
Elementos - trago 1,8
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A 4gua também é um factor fundamental representando 80-90% do peso total

das células.

2.4.3.Formulacio do meio de cultura

Na sua composi¢do, os meios de cultura deverfio incluir os nutrientes
indispensaveis ao organismo em causa, sob forma assimilavel. Quantitativamente, os
nutrientes deverdo estar presentes em concentragdes adequadas e ndo toxicas, tais que, a
caréncia de qualquer um deles ndo impega a utilizagdo dos demais (Ferreira, W. F et al.
1998).

A formulagdo 6ptima do meio de cultura dependera do microrganismo e do
produto pretendido.

A esterilizagdo do meio de cultura é uma operagdo de extrema importincia,

eliminando desta forma os microrganismos contaminantes.

Alguns componentes do meio tém de ser esterilizados por filtragdo em virtude da

temperatura a que decorre a esterilizagdo com calor himido alterar esses componentes.

Para a maioria dos processos de biotecnologia microbiana, o fermentador, o meio
de cultura e ar fornecidos devem ser previamente esterilizados e as condigdes de
assepsia mantidas durante a fermentagdio para que a qualidade do produto nfo seja

afectada.

2.4.4.Temperatura

Apos a inoculagdo, os meios de cultura devem ser incubados a temperaturas
adequadas.

A Saccharomyces cerevisiae ¢ usualmente produzida a 30°C este valor traduz o
compromisso entre o valor de temperatura em que o rendimento de biomassa ¢ maximo
e em que a taxa especifica de crescimento é maxima, 28,5 °C e 32,0 °C, respectivamente

(Kristiansen, B., 1994).

17
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24.5.pH

O pH optimo para o crescimento situa-se entre 4 e 5,5 (Enfors, S. -O. et al,,
1990).

E usual que o pH seja mantido em valores préximos de 4 durante quase todo o
processo fermentativo (para minimizar o risco de contaminagdes) e, no final, utilizam-se
valores de 5,5 para minimizar a absorgdo de pigmentos dos melagos, sendo a levedura
produzida mais clara (Kristiansen, B. 1994). No entanto, o pH da fermentagdo ¢ um
factor que varia pois, condiciona o que se pretende optimizar na fermentagdo, a

biomassa ou os produtos.

2.4.6.0xigénio

A estabilidade da levedura é também afectada pelas condigdes de produgdo, um
processo aerdbio permite maior estabilidade possuindo portanto, elevado contetido em
hidratos de carbono e baixo em contetido proteico. No entanto, um baixo contetido
proteico traduz-se em actividade fermentativa reduzida. Assim, tem que existir um
compromisso entre a estabilidade e o desempenho do microrganismo (Lima, N. et al.,,
2003; Fonseca, M et al., 2006).

A reduzida solubilidade do oxigénio nos meios de cultura liquidos significa que
a for¢a motriz, “driving force”, para a transferéncia de massa € baixa, isto €, ndo € tarefa
simples satisfazer os requisitos em oxigénio das culturas microbianas. Segundo a Teoria

do filme, a maior resisténcia a transferéncia situa-se no filme de liquido, Figura 2.12.

Filme ; Filme de

Bolha de gas de gas : tiquido
— H Seio do liquido
Ce \‘I
Cai
CLI
G

Interface

Figura 2.12 — Gradientes de concentragdo no filme de gas e no filme de liquido na transferéncia do
oxigénio de bolhas de ar para o meio de cultura. (Fonseca, M. et al. 2006)
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O kia, coeficiente volumétrico de transferéncia de massa, parametro utilizado

para caracterizar a transferéncia de massa gas-liquido, depende de varios factores:

dimensdes do reactor;

poténcia do agitador;

caudal de arejamento;
viscosidade do meio de cultura;
composi¢do do meio de cultura;
estrutura do microrganismo;
agente anti-espumante utilizado;
temperatura.

A concentragdo critica de oxigénio (Cp o.) € outra grandeza importante no

estudo da transferéncia de massa de Oxigénio. Definindo-se como a concentragdo de

oxigénio abaixo da qual a taxa de consumo de oxigénio ¢ afectada pela concentragdo de

oxigénio dissolvido. Para a Saccharomyces cerevisiae, considerando como substrato a

glucose, a concentragio critica de oxigénio e a taxa especifica de consumo de oxigénio

(qo:

) sdo, 0,13 mg/L € 0,30 g.g'1 h'], respectivamente (Fonseca, M. et al., 2006).

Um dos métodos, utilizado na determinagio de kya, é o método dindmico. Este

método pode ser dividido em duas fases:

1. interrupgdo do arejamento e registo do decréscimo da concentragdo de oxigénio
dissolvido, o que permite calcular a taxa de consumo de oxigénio.

2. restabelecimento do fornecimento de oxigénio, antes de ser atingido o valor
critico da concentrago de oxigénio.

No gréfico (Figura 2.13) identifica-se os momentos da desgaseificagdo € o inicio

do arejamento.

A
Cro,

0
L.0

Clo,

>
L .

Figura 2.13 — Perfis de concentragdo de oxigénio dissolvido durante a aplicagdo do método

dindmico.
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O balango de massa de oxigénio na fase liquida € expresso na equagéo seguinte:

dc,,
= =ka(C*, ~C,)-q, X (46.1)

Admitindo que antes da determinagdo o estado € pseudo-estaciondrio, gg 2X

pode ser substituido por k,a(C, —C, ), a equagdo (2.4.6.1) é integrada, obtendo-se:

o

CL 0, CL 4
CL,o: . CLJ’:

A representagdo do termo do lado esquerdo da equagdo (2.4.6.2), em fungdo do

tempo, origina uma recta cujo declive € - k; a (Fonseca, M. et al., 2006).

2.4.7.Biorreactor

O crescimento dos organismos num reactor biolégico (ou biorreactor) decorre
através do fornecimento ao meio liquido de certos nutrientes ou substratos (fontes de
carbono, azoto, oxigénio, vitaminas, micronutrientes) na presenga de condigdes
ambientais favordveis (temperatura, pH, arejamento, agitagao, ...).

Historicamente o primeiro fermentador no laboratério foi o baldo de Erlenmeyer
com agitagéo.

Um reactor bioldgico é, portanto, um tanque onde ocorre uma ou varias reacgdes
bioldgicas, geralmente em meio liquido.

A dindmica dos processos de fermentagdo € consequéncia da cinética de
crescimento dos microrganismos, da hidrodindmica e do tipo de reactor, do modo de

fornecimento de substratos e nutrientes.

Num reactor bioldgico, a dindmica da variagdo da quantidade ou concentragio de

cada componente é explicada em termos de dois fendmenos:
1. o fendmeno de transformagdo ou variagdo da concentragdo (reacgdes
quimicas, bioquimicas e biolégicas) de alguns componentes noutros

componentes;
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2. o fenémeno de transporte/transferéncia de massa (convecgdo, difusio)
por trocas de liquido e/ou gés do reactor bioldgico com o ambiente

exterior.

Dependendo do regime de alimentagéo, a operagdo dos reactores pode obedecer
a seguinte classificagdo:

e operagdo descontinua: ndo ha adigdo de substrato para além do
colocado inicialmente, nem retirada do meio de cultura até ao
final do processo;

e operagdo semicontinua;

e operagdo continua.

A mistura é uma das opera¢les mais importantes em reactores bioldgicos. Para
que se obtenham as condigdes ideais para fermentagéo, as células devem ter acesso a
todos os substratos, incluindo oxigénio em culturas aerébias. Se a mistura ndo for
adequada, em particular na manuten¢do de uma concentragdo uniforme de biomassa,
existirio gradientes de concentragio de nutrientes, podendo ocorrer esgotamento de
nutrientes em zonas em que hd sedimentagdo da biomassa. A mistura também
desempenha um papel relevante na transferéncia de calor em reactores bioldgicos. E
fundamental que os reactores tenham capacidade para transferir calor de e para o meio

de modo a que se mantenha a temperatura adequada de fermentagao.

A mistura em reactores biolégicos pode ser efectuada de diferentes modos:
-por agita¢do mecanica;
-pneumaticamente;
-por circulagdo forgada recorrendo ao sistema de bombeamento;

- por combinagio dos processos indicados anteriormente.

Naturalmente que o tempo de mistura depende de varidveis tais como as
dimensdes do tanque e do agitador, das propriedades do fluido e da velocidade do
agitador.

O reactor agitado mecanicamente ¢ constituido por um vaso cilindrico em que a

altura é igual ou maior do que o dobro do didmetro da base. Possui um agitador
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mecanico instalado na parte inferior do reactor, colocado a uma distancia da base igual
ao seu didmetro. Esta colocagdo do agitador tem a ver com a eficiéncia do processo de
mistura a transferéncia de massa: se o agitador for colocado a um nivel inferior, ocorre
um decréscimo no consumo da poténcia fornecida; numa posigdo mais elevada, para
caudais de ar maiores, as bolhas nfo circularfio no compartimento inferior.

Para evitar a formag3o de vortex, estes reactores sdo equipados com anteparas,
normalmente 4, cuja largura ¢ 1:10 ou 1:12 do didmetro do reactor.

O cultivo de leveduras, em meio com baixo teor de azoto assimilavel, apresenta
acentuada sintese de hidratos de carbono e isso pode afectar a viabilidade das células.
As células de leveduras que sofrem restrigdo de nutrientes como o enxofre € o fosforo
acumulam grande quantidade de hidratos de carbono de reserva, demonstrando que a
acumulagio destes aglcares pode ser proporcionada, de uma maneira geral, pela
limitagdo de nutrientes no substrato de crescimento. (Di Serio, et al., 2001)

Para além de outros aspectos econdmicos, o processo bem sucedido € o que
resulta de um compromisso equilibrado entre optimizar a produgdo, minimizar a
contaminagdo, assegurar a estabilidade genética do microrganismo e a qualidade do

produto.

Os valores de pH e temperatura, a que decorre a fermentagdo, devem ser
criteriosamente escolhidos de acordo com o microrganismo ou microrganismos
utilizados. Estas variaveis influenciam directamente a actividade microbiana, podem
contribuir para estabelecer condigdes selectivas, minimizando possiveis contaminagdes
por microrganismos indesejaveis, e podem afectar a morfologia das células,
influenciando indirectamente a produtividade do processo. O mesmo se pode dizer em
relagdo a outras condi¢des de fermentagfo ainda ndo referidas (velocidade agitagdo,

oxigénio dissolvido, densidade celular, etc.).

E em situagdes de limitagio por nutrientes especificos (por exemplo, fonte de
fosforo) que muitas vezes os microrganismos optimizam a produgdo e/ou secregdo dos
seus metabolitos. Estas situagdes podem ser criadas através de uma escolha adequada do
meio de cultura e do método de operagdo do fermentador.

Os pardmetros processuais mais comuns, que influenciam o percurso da

fermentagdo alimentar, sdo as concentragdes de acido, de alcool, de sal e de oxigénio,
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assim como o uso, ou nio, de culturas de arranque e a temperatura, ja que estes sdo os
factores extrinsecos que restringem a evolugdo ecoldgica, em termos qualitativos e
quantitativos.

As fermentagdes aerdbias sdo processos arejados, pelo facto de os
microrganismos necessitarem de oxigénio de forma a desenvolverem-se
apropriadamente. O oxigénio molecular é usado pelos microrganismos aerdbios como
oxidante para as suas necessidades energéticas. Este processo, denominado respiragéo,
pode decorrer através de diferentes vias metabdlicas, dependendo do tipo de substrato e
do tipo de microrganismo. Em suma, o oxigénio dissolvido no meio de cultura pode ser

encarado como um substrato adicional.

2.4.8.Modelag¢io da fermentagio: estimagiio de parimetros

Introducio

As experiéncias laboratoriais com os microrganismos permitem estudar as
condi¢Bes nutricionais e ambientais de determinado microrganismo e obter resultados.
A sua expressio na forma matematica ¢ primordial para que outros investigadores os
possam ler e utilizar. O objectivo da obtengdo de resultados laboratoriais € obté-los em
pequena escala para serem utilizados em escala superior, no projecto de biorreactores
industriais.

As experiéncias iniciais sobre crescimento de microrganismos sdo laboratoriais e
realizam-se em erlenmeyers agitados, 100, 500 ¢ 1000 mL em incubadoras orbitais.
Passada esta etapa, passa-se a dos biorreactores de 2, S e 10 L. Estes utilizam-se em
descontinuo, em descontinuo com adigdo de substrato e em continuo. O seguimento do
processo fermentativo, realizado com utilizagio de equipamento de medida e de
controlo, torna este sistema fermentativo mais eficaz para a obtengdo de dados. A
formula¢do de modelos com estes valores experimentais € importante na tomada de
decisGes em rela¢do ao aumento de escala.

A obtengdo do modelo tem em conta os modos de funcionamento e as
capacidades de medida dos vasos reaccionais. A utilizagdo de erlenmeyers agitados em
incubadora orbital sdo o procedimento mais eficaz no inicio da investigagdo, podem-se

realizar varias experiéncias de uma s6 vez de uma forma econdémica e de um modo
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rapido observar e controlar diferentes condigdes experimentais: microrganismo;

substrato; temperatura; agitagdo; pH; diferentes fontes de azoto; variagdo de

suplementos nutricionais, etc.

Definido o programa experimental, € necessdrio trabalhar os resultados.

Algumas pressuposigdes devem ser feitas, as condigdes laboratoriais impostas a

fermentag@o estdo a ser cumpridas (McNeil et al., 1990):

a mistura reaccional estd homogeneamente agitada em todo o caldo da
fermentagdo;

as células crescem, ou ndo sdo viaveis;

pode-se ignorar a produgdo de produtos, como o etanol, no caso de
leveduras;

estdo presentes os substratos essenciais como fonte de carbono e de
azoto;

o oxigénio estd a ser fornecido em excesso relativamente as

necessidades do metabolismo e produgéo de energia.

Esta lista nfo € exaustiva, cada fermentagdo ¢ um caso especial. A proxima etapa

consiste em decidir como os resultados obtidos podem ser utilizados para caracterizar o

processo fermentativo, devendo responder as seguintes questdes (McNeil and Harvey,

1990; Doran, P.M., 1997):

Qual € a velocidade de crescimento maxima do microrganismo?

Que quantidade de fonte de carbono deve ser utilizada para o
crescimento e para a manutengdo?

Qual € a necessidade de azoto do microrganismo?

E o crescimento estritamente aerébio?

Existem produtos ou metabolitos durante o processo fermentativo a

interferir, como por exemplo, etanol e outros alcoois, acidos de peso

molecular reduzido a serem produzidos em quantidades reduzidas.

A presenga de substdncias no meio pode influenciar o percurso

fermentativo, e portanto originar novos enzimas ¢ diferentes produtos.
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O modelo que descreve o crescimento estd baseado usualmente no modelo de
Monod:

-dL =r,=HU, —S—X‘, (2.4.8.1)

dt K +S
onde ry é a velocidade de crescimento celular (kg de células m™ k™), S é a concentragdo
da fonte de carbono (kg da fonte de carbono m™), Xy ¢ a concentragdo de células vidveis
(kg de células m™). Nesta equagio hd trés varidveis que podem ser obtidas a partir dos
dados experimentais: rx a velocidade de crescimento celular (kg de células m? ! ),
Umax @ velocidade especifica de crescimento (kg células m? kg células” k') e K, a
constante de saturagdo para o substrato (kg da fonte de carbono m’?). Estas sdo
parAmetros caracteristicos de um determinado microrganismo e devem permanecer
constantes se as condi¢des ambientais e nutricionais permanecerem inalteradas. Estes

pardmetros podem pois ser utilizados para fins de projecto.

Em seguida, interessa-nos caracterizar a velocidade de consumo do substrato que
¢ dada por::

as v r
=¢——2—+—L-+mX, (4.2.8.2)
YX/S YP/S

onde r; € a velocidade de consumo de substrato (kg de fonte de carbono m3h"), Y éo
factor rendimento da biomassa obtida a partir do substrato consumido (kg células/kg da
fonte de carbono) e ms é a constante de manutengdo (kg da fonte de carbono/(kg de

células.h).

rs € variavel, enquanto que Y x5 e mgs sdo parametros.

Podiam-se escrever equagdes idénticas para o consumo de azoto, para a
produgdo de produto extracelular, para a produgio de enzima, etc.. Os valores ¥~ dizem
respeito a valores determinados experimentalmente, os valores de Y sdo os valores

tedricos obtidos estequiometricamente.
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2.4.8.1.Equagdes de balango

Ha cinco varidveis nas equagdes. S e Xy que se obtém a partir das andlises de
concentragdo € peso seco. Para obter ry, e rs necessita-se de realizar um balango de

massa, como se esta a considerar um sistema fechado, tem-se:

A velocidade de acumulagio ou de desaparecimento = a velocidade de

crescimento ou de consumo.

A velocidade de acumulagdio ou de desaparecimento ¢ uma variagdo da

concentragio dividida pelo intervalo de tempo sobre a qual ela ocorre:

concentrag¢do, — concentragdo,

tempo, —tempo,

no caso de células, expressas pelo peso seco tem-se
sz -X V1
L4
onde X1, X,2 sdo a concentragdo de biomassa no tempo t; e t; respectivamente (kg m),

e ty, t2 sdo o tempo (h), as quais as amostras | e 2 foram retiradas. Abreviadamente

pode-se escrever:

AY ¢ quando t se torna infinitesimal, tem-se: ax

At dt

Representando X em fungdio do tempo nds podemos determinar ax por trés
dt

métodos para um sistema fermentativo descontinuo fechado:

e pela tangente a curva, medida do coeficiente angular;

e considerar a diferenca entre os valores igualmente espagados e dividi-los pelo
intervalo de tempo correspondente, e realizar uma diferenciag@o numérica;

e 0 método mais aproximado esta relacionado com a equagéo empirica que melhor
represente os dados e normalmente no caso de crescimento celular € a utilizagdo

equagdo exponencial da zona de crescimento.
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2.4.8.2.Estimacio dos parametros u,, e Ks

Os pardmetros da equagdo de Monod podem ser determinados utilizando as
equagdes baseadas na técnica de separagdo de varidveis e utilizando a representagio
grifica. As equagdes Lineweaver-Burk, Eadie-Hofstee e Langmuir sdo as mais

utilizadas para retirar os valores dos pardmetros, p, € Ks.

A tabela seguinte (Tabela 2.2.) facilita a utilizagdo dos respectivos dados por

exemplo na representagdo grafica da equagdo Lineweaver-Burk,

1 k1

B 1S M,

Tabela 2.2 — Variaveis e respectivas unidades.

Tempo Xy ry = dx/dt H L S /S

H kg cél.m” kg célm™ i nT h kg glucosem™ mkgcélulas”’

Representando //u em fungio de 1/S obtém-se uma linha recta com coeficiente
angular Ky/u, e ordenada na origem //u,. Com estes valores pode-se determinar os

parametros y, € K;.

2.4.8.3.Estimacio de Y'xs, my, Ypss

Utilizando a equagdo de Lineweaver-Burk para exprimir a equagéo:

das ¥

—=—r, =——*—+mX

dt S Y! S 14
XIS

tem-se:

r. 1 r
s : X + m
XV YX/S XV

A tabela seguinte (Tabela 2.3) permite a aplicagfio dos valores experimentais utilizando

a equagdo Lineweaver-Burk,

27




Optimizagdo das condi¢des de cultura da Saccharomyces cerevisiae € de outros fungos
produtores de oligossacaridos

r, 1 r
S =—— X my:
X, Yy Xy
Tabela 2.3 — Variaveis e respectivas grandezas.
Tempo XV S by = dax/dt ¥s= ds/dt rs/XV r,\/XV

;o3 -3 3,1 | kg glucosem™ | kg glucose.m™ | kg células.m™
H kg cél.m™ | kg glucose m™ | kg cél.m™ h il W kg célm® | W kg célm”

Representando r¢/Xy em fungdo de ry/Xy obtém-se uma linha recta com
coeficiente angular /Y’y e ordenada na origem ms. Assim se determinam os
parametros /Y ys e mg.

A partir dos pardmetros obtidos podemos representar os modelos € comparar as curvas
obtidas para cada uma das equagdes com os dados experimentais. Na utilizagdo dos

modelos as condigdes iniciais € as restri¢des seguintes tém de ser consideradas.

Condiges iniciais: X, (no tempo zero) = X,o; S(no tempo zero) = concentragao
inicial da fonte de carbono, por exemplo glucose.

Restri¢des: X, >0; 0 <S <8 no tempo zero.

Quando o modo de funcionamento do biorreactor ¢ descontinuo com adigdo de
substrato durante a fermentagdo ou € continuo, as equagdes de balango de massa tém de
ter em conta no primeiro caso as entradas de meio durante a fermentag@o e no segundo

caso a velocidade de acumulagdo ser igual & velocidade de entrada menos a da saida.
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2.5. Metabolismo da Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces é um microrganismo que € capaz de crescer em aerobiose ou em
anaerobiose, por isso ¢ classificado como um ser anaerébio facultativo (Fonseca, M. M.
e outros, 2007).

O metabolismo tem como objectivo central a manuten¢do e a multiplicagdo da
massa celular associada a sintese dos diferentes componentes celulares (Lima, N. e

outro, 2003).

Apds a entrada na célula, os aglicares sdo oxidados através da Via Embden-
Meyerhof ou Glicolise obtendo-se Piruvato, o qual dependendo da disponibilidade de
Oxigénio é reduzido a Etanol ou segue a via aerdbia através do Ciclo de Krebs e Cadeia

Respiratoria.

2.5.1.Glicélise

O processo da Glicdlise ocorre no citoplasma e as varias etapas do Ciclo de
Krebs e da Cadeia Respiratoria decorrem nas mitocondrias.

Os glacidos sdo degradados produzindo-se intermedidrios carbonados, com
algum poder redutor sob a forma de NADH e NADPH e energia, este processo é

designado por catabolismo.

O metabolismo inclui o catabolismo e o anabolismo celular, ocorrendo através
de reacgdes enzimaticas e por regulagio de determinadas vias metabdlicas (Ratledge,
1990;).

Os glicidos s@o utilizados com principal fonte de carbono e de energia,
destacando-se a glucose como a maior fonte de energia.

O catabolismo aerdbio da glucose inicia-se com a Glicélise. Esta primeira etapa
tem lugar no citosol sem a intervengdo do oxigénio, produzindo 2 moléculas de 4cido

pirGvico por cada molécula de glucose. O processo da Glicolise tem como fungdo
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recuperar a energia armazenada na glucose, sendo a energia posta 4 disposi¢io das

fungdes celulares sob a forma de ATP, de acordo com a equago:
CgH1206 +2 ADP + 2 Pi — 2 C3H403 + 2 ATP + 4H + 4 &
A Glicdlise corresponde a uma sequéncia de reacgdes, das quais se destacam:

1. Fosforilagdo da glucose, Figura 2.14

A glucose € fosforilada a glucose-6-fosfato, na presenga de ATP e da hexocinase

que actua na presenga do cofactor Mg2+.

-0
N
~7
f 0
OH 0
H a 0 H H 1 0 H
OH H 7? gH H
0 OH o OH
H OH ATP ADP H OH
Glucose Glucese-6-P

Figura 2.14 — Fosforilagio da glucose.

2. Isomerizagdo da glucose, Figura 2.15

A glucose-6-fosfato ¢ isomerizada a frutose-6-fosfato, através da glucose-fosfato

isomerase.

3. Fosforilagdo da frutose-6-fosfato, Figura 2.16

Nesta reac¢do obtém-se a frutose-1,6-difosfato, a qual é catalizada pelo enzima

fosfofruto-quinase, tendo como cofactor o ifo Mg2+.
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A,
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Figura 2.15 — Isomerizagdo da glucose seguida da Fosforilagdo da frutose-6-fosfato em frutose-

1,6-difosfato.

4. Cisdo da frutose-1,6-difosfato em trioses-fosfato, Figura 2.16

A clivagem da frutose-1,6-difosfato devida a uma aldolase permite obter duas
trioses, o glicerldeido-3-fosfato e a di-hidroxiacetona-fosfato, dois isémeros
interconvertiveis pela acg¢do da triosefosfato-isomerase. O equilibrio da reacgéo
desloca-se gradualmente no sentido da formagdo do gliceraldeido-3-fosfato que € o

composto que intervém nas reac¢des da Glicolise, Figura 2.16.

5. Oxidag¢8o do gliceraldeido-3-fosfato, Figura 2.17

O enzima gliceraldeido-3-P-desidrogenase e o cofactor NAD sdo responsaveis pela

transformagdo do gliceraldeido-3-fosfato em acido-1,3-difosfoglicérico.
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3.Fruto-oligossacaridos

O conhecimento cientifico considera existir uma correlagdo importante do
beneficio de certos alimentos na preven¢do de doengas. Assim, aparece o alimento
funcional que pode ser definido como um ingrediente que tem um impacto positivo na
saide do individuo, no desempenho fisico e no estado mental. Nestes alimentos
funcionais surgem os fruto-oligossacaridos.

Os fruto-oligossacaridos, FOS, sdo substancias pré-bidticas que se encontram
nos alimentos vegetais ou em produtos de origem microbiana. A principal produgdo
comercial de FOS tem origem vegetal e na transformagio enzimdtica da sacarose pelo
enzima frutosiltransferase de origem microbiana.

Neste processo de obteng#o, ao qual nos restringiremos, o desenvolvimento de
enzimas mais eficientes, com elevada actividade e estabilidade, ¢ desejada e isto tem
suscitado o interesse de biotecnologistas e microbiologistas na investigagdo e na
utiliza¢do de diferentes microrganismos na optimizag@o da produgdo de enzimas. Neste
sentido, iremos fazer uma revisdo e discussdo quer relativamente a identificagdo de
microrganismos produtores destes enzimas quer a qualidade e quantidade de FOS
obtidos. Além disso, tendo em considerag¢fo esta revisdo de conhecimentos nesta area,
planearemos investigagdo sobre a sua produgdo em fermentagio submersa e

optimizaremos as condigdes de produgdo e de utilizagio.

3.1. Produgao de fruto-oligossacaridos

O interesse dos fruto-oligossacaridos, FOS, tem sido alvo da investigagdo
cientifica e industrial devido as suas excelentes propriedades bioldgicas e funcionais na
sua utilizagdo como compostos pré-bidticos. S@o utilizados como componentes de
alimentos funcionais. O seu valor no mercado é $200/kg (Godshall 2007). Os FOS séo

adocicantes ndo energéticos e ndo cancerigenos que estimulam o crescimento das
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bifidobactérias, e tém sido considerados como preventores do cancro do célon e
redutores dos niveis do colesterol, dos fosfolipidos e dos triglicéridos no soro (Moore et
al. 2003, Sangeetha et al. 2005b).

Os FOS consistem numa mistura de oligdmeros de frutose com duas a trés
unidades de frutose ligadas na posi¢éo B-2-1 da sacarose e sdo principalmente os 1-
cestose (GF»), nistose (GF3), e frutofuranosil nistose (GF4) (F) (Yun, 1996, Sangeetha et
al. 2005a).

Os enzimas produtores de FOS sdo geralmente classificados como B-D-
frutofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26), com elevada actividade de transfrutosilase ou
frutosiltransferase (FTase, EC 2.4.1.9). A FTase s6 possui actividade transfrutosilase,
actua na sacarose pela clivagem da ligagéo B-1,2 e transferéncia do grupo para uma
molécula aceitadora tal como a sacarose e fruto-oligossacaridos, perdendo glucose. No
entanto, a FFase possui actividades hidroliticas e de transfrutosilase. Esta ultima s6 se
manifesta a elevadas concentragdes de sacarose (Yun 1996, Sanchez et al. 2008). As
propriedades cataliticas dos enzimas e as condi¢des de produgdo e composi¢do dos FOS

variam de espécie para espécie.

3.2.Enzimas caracteristicos

As propriedades do enzima FTase microbiano varia de acordo com o
microrganismo e meio de cultura utilizado, especialmente com a fonte de carbono que
pode assumir elevada importincia indutora (Wang and Rakshit 2000; Nguyen et al.
2005). A purificagdo e caracterizagdo da FTase estdo tratadas por vérios investigadores

(Rehm e tal. 1998; L’Hocine et al. 2000; Nguyen et al. 2005).
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Figura 3.1 - Estrutura quimica dos principais fruto-oligossacaridos: (A) 1-cestose (GF), (B) nistose
(GF3), (C) frutofuranosil nistose (GF,).

As massas moleculares variam entre 180 e 600 kDa e sdo homopolimeros com
dois a seis unidades de mondmeros. Os valores dptimos da temperatura e pH para as
actividades destes enzimas estdo referidos, respectivamente, entre 50 e 60°C e 4,5 a 6,5.
A estabilidade térmica da FTase na forma intracelular de Aureoasidium pullulans foi
monitorizada durante 8h. Verificou-se que a catélise foi desactivada a temperaturas
superiores a 60°C mesmo a elevadas concentragdes de substrato (Mandlova et al. 2000)
O mecanismo da reac¢do depende da fonte do enzima e a pureza do enzima pode
influenciar o seu modo de ac¢do. O mecanismo aceite € a desproporcionagdo da reacgio
onde a FTase catalisa a transferéncia duma metade frutosil da sacarose ou um doador
fruto-oligassacéridos para outra sacarose ou outro FOS aceitador para dar a formagéo de
um FOS superior (Jung et al. 1989; Yun 1996, Sanchez et al. 2008). Este mecanismo

pode ser esquematizado como se segue:

GF, + GFh—» GFy + GFog com n=1-3, 1)

onde GF ¢ a sacarose ou FOS e n é o numero de unidades de frutosil.
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3.3. Microrganismos produtores de frutosiltransferase

A FTase é produzida por diversos microrganismos, bactérias e fungos,
intracelularmente e excretada para o meio extracelular, como se exemplifica na Tabela
3.1. A actividade frutosiltransferase e a actividade hidrolitica foram determinadas pela
medida da glucose e da frutose presentes na mistura reaccional. Uma unidade de
actividade frutosiltransferase ¢ definida como a quantidade de enzima necessaria para
transferir 1pmole de frutose por minuto. Uma unidade de actividade hidrolitica ¢
definida como a quantidade de enzima necessaria para libertar 1 pmole de frutose livre
por minuto. A produtividade enzimatica € calculada como a actividade de
frutosiltransferase (Uig) € a actividade hidrolitica (Uyg) por volume de reacgdo, enquanto
que a actividade especifica foi calculada como a actividade de frutosiltransferase (Uss) €
a actividade hidrolitica (Ups) por unidade de biomassa (Fernandez et al., 2004;
Maiorano et al.,2008; Sanchez et al., 2008). A actividade de frutosiltransferase (U) e
actividade hidrolitica (Uy) s@o calculadas num dado intervalo de tempo expressas pelas

equagdes 2 e 3 respectivamente:

U = (umoleGlu cos e, — pmoleglu cos e, ) —(molefrutose,, — ymolefrutose,,) )
T t,—t,
oleFrutose, — pmoleFrutose
U, =52 — . 3)

A actividade especifica e a produtividade volumétrica do enzima sdo avaliadas

através das equagdes (3), (4), (5), (6) e (7), respectivamente.

Uy =t @
mg biomassaseca

Us = - Yy (5)
mg biomassaseca

UtE = Ul (6)
volume de reacg¢do

Y, ™)

hE = ~
volume de reac¢do
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Tabela 3.1. Resumo dos estudos de produgdo de FTase por diferentes microrganismos

(Maiorano et al., 2008)

. . Fonte de C . . . Actividade A s
Microrganismo carbono Condigdes do processo Factores investigados (U/mL) Referéncias
e  apop. Fonte de carbono, pH
Penicillium purpurogenum Sz;;agr/(fe Erlen:zeg/zr. ,-]1—2_03}10 G inicial, agitagdo, tempo de 600 Dhake and Patil (2007)
P - cultura, aditivos
Planeamento experimental
Aureoobasidium pullulans Sacarose Erlenmeyer (fonte de carbono, pH -
CCY 27-1-94 200-500g/L 26h - 94h inicial, agitagéio, tempo e 120 Vandakova et al. (2004)
meio de cultura)
Planeamento experimental
Aspergillus oryzae CRF202 Sacarose Erlenmeyer T=30°C; (conc de sacarose, pH,
10g/L pH=5.5; 250rpm tempo de cultura, condugdo NA Sangectha et al. (2005¢)
do processo)
Aspergillus japonicus TIT- Sacarose Erlenmeyer T=30°C, N .
I 200g/L 200rpm; 36h Produgdo de FOS NA Chien e tal. (2001)
. Fonte de carbono, pH
Bacillus macerans EG-6 Sacarose Erlenmeyer T=37°C, ot .
10g/L pH=7,0; 200rpm; 12h tempo de cuSILL;;a, adi¢do de 6 Kim et al. (2000)
Aureobasidium pullulans Sacarose Erlenmeyer T=28°C; N .
KCCMI2017 100g/L pH=7.4; 200rpm; 48h Produgio de FOS 121 Shin etal. (2004)
Aureobasidium pullulans Sacarose Erlenmeyer T=30°C;
puits pH=5,5; 250rpm;48- Produgdo de FOS NA Sangeetha et al. (2004a)
CFR77 200g/L 120h
S Etlenmever T=30°C: Sacarose ¢ concentragdo de
Aspergillus niger NRRL330 acarase ‘enmey et sais, fontes de azoto e (58,3 U/lh)* | Balasubramamiem et al. (2001)
50g/L pH=5,0; 190rpm; 120h =
condugdo do processo
Aspergillus niger IMI 303386 |  S2c2T0se Erlenmeyer T=28°C; Purificagdo da FTase 0,022 Nguyen et al. (2005)
Spergiiius nig: 20g/L pH=7 4; 200rpm; 48h ¢ ’ euy )
Planeamento experimental
Aspergillus japonicus Sacarose Erlenmeyer T=30°C; (sacarose, azoto, sais, 910 Chen (1995)
TIT90076 266g/L 200rpm; 120h concentragdo de aditivos e
fontes, pH e temperatura)
Sacarose, conc. de 1des
. . . Sacarose Erlenmeyer T=28°C, metalicos e de aditivos,
Aspergillus japonicus JN19 150-180g/L pH=5,5 200rpm; 72h fontes de azoto, pH inicial 55,42 Wang and Zhou (2006)
¢ tempo de cultura.
Aureobasidium Sacarose Erlenmeyer T=30°C; . N
pullulansCFR77 200g/L pH=5,5; 250rpm; 24h Purificagao de FTase 616,8 Lateef et al. (2007)
Concentraggo de sais ¢ de
Aspergillus Sacarose Erlenmeyer T=30°C; aditivos, ¢ planeamento .
JjaponicusTIT90076 266g/L 200rpm; 24h experimental (fontes de 660 Chen and Liu (1996)
carbono e de azoto).
e Concentragdo de sacarose.
Aureobasidium pullulans Sacarose Erlenmeyer T=30°C; N i
KFCC10524 200-280g/L. pH=6; 200rpm; 108h modos de condugdo do 101,2 Yun et al. (1997)
processo
oy . Biorreactor: T=30°C, .
P e’”“"’"g_j;’;f;’" FERM Sl"ggmie pH=40; 0,5Lar/min; Produgdo de FOS NA ]:13)88310106)1
¢/ 100rpm ; 72h :
Biomeactor € Fontes de carbono,
Aspergillus foetidus Maltose —a0ne concentragido de maltose, .
NRRL337 10g/L Erlenme})_f]ezrs"(l; 30°C, pH, temperatura, modos de 0,52 Wang and Rakshit (1999)
pE=, condugdo do processo
Rhodotoula s, Agucar Biorreactor: pH=4,5, Planeamento experimental
P- reduzido or: pH=4.; ; pet 20 Barbosa (2007)
60g/L 1,5vvm; 650rpm (pH, agitag¢do e arejamento)
Biorreactor: T=30°C;
Bacillus macerans EG-6 Sz;cszagr/(fe pH=4,0; 0,5Lar/min; Purificagio de FTase 11 Park etal. (2001)
100rpm ; 72h
Biorreactor: T=28°C;
Penicillum citrinum Sacarose pH=6,0; 36h Fontes de carbono ¢ de .
KCTCI8080P 200g/L 0,5Lar/min; SO0rpm ; agitagio 0.053 Lime et al. (2006)
1,5vvim;
. . Sacarose Biorreactor; T=30°C, . . s .
Aspergillus niger AS0023 17591, pH=6,0: 250rpm ; 24h Purificagio de FTase 420 L’Hocine et al. (2000)
Sporutrichum thermophile Sacarose Reactor: pHS,5, N .
ATCC 28811 250g/L 180rpm; 24h Produgao de FOS NA Katapodis et al. (2004)

2 Produtividade

NA: ndo disponivel
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A maior parte dos microrganismos investigados nesta area (Tabela 3.1) sdo
fungos e pertencem ao género Aspergillus (Van Balken et al. 1991; L’Hocine et al.
2000; Chien et al. 2001), Penicillium (Dhake and Patil 2007), e Aureobacterium
(Sangeetha et al. 2003). Apesar de muitos microrganismos produzirem FTase, s6 alguns
tém potencial para serem utilizados na produgdo industrial e foram indicados nos
estudos realizados para a produgdo de FOS (Yun et al. 1993; Patel et al. 1994;
Sangeetha et al. 2005b; Sanchez et al. 2008).

O género Aspergillus tem recebido particular atengdo e tem sido citada como
Optima produtora de enzimas. Os mais utilizados, em programas de investigagdo em
biotecnologia e industrialmente como produtores de enzimas, sdo o Aspergillus oryzae
o Aspergillus niger.

A actividade do enzima B-frutofuranosidase obtida a partir do 4. niger em meios
com elevadas concentragdes de sacarose € conhecida desde longa data, e este enzima ¢

utilizado nos processos industriais para produzir FOS para o consumo humano.

3. 4.A biomassa e o processo de produgio de frutosiltransferase

3.4.1 Processo com erlenmeyers agitados

Como se pode ver na Tabela 3.1 a maior parte da investigagdo para a produgio
de FTase esta baseada na utilizagdo de erlenmeyers em incubadoras com agitagdo. O
trabalho realizado em biorreactores é utilizado nos estudos em que se pretende a
produgdo e purificagdo do enzima para producdo de FOS, no entanto, as publicagdes de
investigagdo a nivel piloto, s6 focadas na producéo de enzimas, sdo raras (Maiorano et
al. 2008).

As varidveis principais utilizadas para obter as condi¢des Optimas para a
produgdo do enzima tém sido as fontes de carbono e de azoto e suas concentra¢des. A
sacarose ¢ considerada a melhor fonte de carbono para a producio de FTase. As
condigdes Optimas, para a produgdo de FTase, em relagdo a utilizagdo de sacarose
apresentam um amplo espectro de concentragdo (Tabela 3.1).

Chen e Liu (1996) referem que as condi¢Ges optimas para a producdo do enzima

sdo atingidas com 25% (w/v) de sacarose, no entanto, a produgfio méxima de células
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ocorre com 10% de (w/v) de sacarose. Estes autores sugerem que proximo dos 10%, a
maior parte da fonte de carbono ¢ utilizada para o crescimento celular, enquanto que a
elevada concentragdo de sacarose estd correlacionada com a indugdo da produgdo
elevada de enzima mas com a inibigdo do crescimento celular.

Em relagdo a fonte de azoto, verifica-se que o extracto de levedura e o “corn
steep liquor” apresenta efeito positivo na produgdo da FTase o que ndo acontece com
outras fontes de azoto tais como a ureia, NH4SO4, NaNO; e NH,NO; (Wang and
Rasksit, 1999; Vandakova et al. 2004; Wang and Zhou 2006). A peptona a 5% w/v € o
extracto de levedura 5% w/v tém sido a fonte de azoto mais utilizada (Dorta, 2006).

O estado fisioldgico de fungos filamentosos pode interferir na produgio de
enzima. A fonte de azoto influenciou a morfologia do crescimento do A. foetidus
cultivado em erlenmeyers agitados (Wang and Rashit 1999). O uso de peptona originou
a formag@o de “pellets” com textura fechada, enquanto o extracto de carne conduziu a
pellets soltas e expandidas e a utilizagdo de “corn steep liquor” produziu o crescimento
de hifas dispersas ou a formagio de “pellets” pequenas e soltas. “Pellets” pequenas
foram observadas quando foram utilizadas fontes de azoto inorgénico. As “pellets” de
massa reduzida e a velocidade de transferéncia gasosa diminuiriam a produgdo de
enzima. A melhor concentragdo de “corn steep liquor” para a produgdo de FTase foi de
3% com maltose como fonte de carbono a 1% w/v.

A produgdo de FTase pela A. niger ATCC 20611 e pela A. japonicus FCL 119T,
utilizando 3% (w/v) de sacarose como fonte de carbono, foi influenciada pela
concentragdo de peptona. A produgdo de FTase foi maxima a 3% (w/v) de peptona.
Concentragdes superiores diminuiram de forma drastica a producdo de enzima, contudo
o crescimento celular ndo foi influenciado pela variagdo da concentragdo da peptona.
Entretanto, a utilizagdo de melago de cana como fonte de carbono foi benéfico para as
duas espécies € o uso de extracto de levedura como fonte de azoto originou um
crescimento celular superior € numa actividade inferior da FTase, quando comparado
com a utilizagdo da peptona. Nestas condi¢des, a concentragdo Optima de extracto de
levedura para a produgdo de FTase foi de 1,5% (Dorta et al. 2006).

Balasubramaniem et al. (2001) utilizaram um planeamento factorial de
experiéncias para estudar o efeito da variagdo de varias fontes azoto para produzir

FTase por A. niger NRRL 330. O planeamento conduziu a um meio optimizado com
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elevadas quantidades de azoto a partir de diferentes fontes. Esta investigagdo aumentou
trés vezes a produgdo de FTase.

Os surfactantes e os polimeros, as propriedades reoldgicas do meio, a fisiologia
das células, a disponibilidade de nutrientes e de O, podem influenciar a germinagio de
esporos. A adigdo de polimeros, tais como o PEG 4000, o PEG 6000, a poliacrilamida, a
polivinilpirrolidona e a gelatina influenciaram a morfologia de crescimento dos fungos,
diminuindo o crescimento celular e a produgfo de frutosiltransferase. Por outro lado, a
adig@o de carboximetilcelulose promoveu a producdo de enzima (Chen and Liu, 1996;
Wang and Zhou 2006). No que diz respeito a reologia da fermentagdo (Lim et al. (2006)
referiram a existéncia de rotura das “pellets” depois de 48h de fermenta¢io que foi
originado pelo aumento da viscosidade do meio fluido e consequentemente pela redugdo
de transferéncia de O, para as “pellets”. Os autores concluiram que a produgfo de neo-
FTase a partir do P. citrinum ¢ facilitada quando as “pellets” se dividem em pequenos
micélios, a existéncia deste efeito pode ser incrementado pelos pardmetros da
fermentag@o tal como o tipo de fonte de carbono.

Virios investigadores referem o efeito dos sais inorgénicos. K,;HPO, é descrito
como uma fonte de microelementos para o crescimento celular, bem como um agente
tamponante. A sua concentragfio dptima varia de 4g/L (Sangeetha et al. 2005a, b, ¢) para
5g/L (Vandékova et al.2004 Lim et al. 2006). O Mg”" afecta a permeabilidade das
paredes das células para A. pullulans (Vandakova et al.2004) e a sua concentragdo
6ptima varia de 0,3g/L (Sangeetha e tal 2005a, b, ¢) para 2g/L. (Balasubramaniem et al.
2001). Vandakova et al. (2004) mostraram que a producio mais elevada de FTase para
Aureoasidium pullulans se atingiu com um meio contendo 5g de K,HPO4 /L, 10g

NaNOs/L e 0,5gMgS0,4.7H,O/L.

O pH do meio tem muita importancia na produgdo FTase € no crescimento dos
microrganismos. Para obter elevada produgio de FTase em erlenmeyers agitados por P.
purpurogenum (Dhake and Patil 2007), Aspergillus oryzae CFR202 (Sangeetha et al.
2005a, b, c) e por A. japonicus (Wang and Zhou 2006) o pH escolhido foi 5,5. Wang
and Rashit (1999) estudaram o efeito do pH na produgéo de FTase em biorreactor para o
A. foetidus NRRL 330. O pH foi controlado a 4,0, 5,0 € 6,0 por comparagdo com pH
inicial de 6,0 ndo controlado. Os resultados indicaram que o pH da fermentagdo nio

controlada produziu a actividade enzimatica mais elevada.
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Sangeetha et al. (2005a) testaram a reciclagem de culturas para produgdo de
FTase por A. oryzae CFR202. As “pellets” obtidas em erlenmeyers agitados depois de
incubag@o durante 48h foram separadas por decantagdo e suplementados com meio
fresco. Este novo caldo, ao fim de cada 24h de incubagéo, foi decantado e substituido
por meio fresco. Os autores concluiram que a produtividade da FTase foi mantida
constante até seis reciclagens, a partir dai verificou-se uma diminui¢gdo da FTase
resultante da desintegragdo da “pellets”. A FTase obtida a partir de cada ciclo foi
utilizada para a produgdo de FOS e o rendimento de 53% foi constante durante os seis
reciclos.

Yun et al. (1997) conseguiram um aumento de produgdo de FTase com a
utilizagdo de uma cultura semi-continua com Aureobasidium pullulans. Um pulso de
sacarose a cada 36 horas resultou num aumento de 35% da produgdo de FTase quando

comparado com o processo descontinuo.

3.4.2 Producgiio de frutosiltransferase em biorreactor

Poucos trabalhos existem acerca do efeito do arejamento e agitagdo e aumento
de escala na produgdo de FTase. Wang e Rakshit (1999) compararam a produgdo de
FTase por A. foetidus em erlenmeyers agitados ¢ em reactores de diferentes tamanhos.
Num biorreactor de 1L com 0,5L de meio de cultura com agitador magnético e
arejamento 0,1vvm, foi conseguido um aumento de 4 vezes a actividade de FTase,
quando comparado com a actividade obtida em erlenmeyers agitados. Além disso,
devido a elevada viscosidade do caldo produzida pelos micélios dispersos, foi
conseguido um aumento de transferéncia de massa nos biorreactores agitados. O
aumento de escala do fermentador, 10L com 3,5L de meio de cultura, tendo um agitador
com pas Rushton, originou o dobro da produgdo da actividade enzimatica quando

comparada ao reactor de 1L.

O efeito da agitagdo e do arejamento foi, também, objecto da investigago para a
produgdo da neo-FTase por P. citrinum (Lim et al. 2006). As experiéncias foram
levadas a efeito em biorreactores de 2,51 a diferentes velocidades de agitagdo (200 —
600 rpm) e com velocidades de arejamento entre 0,5 — 2,5 vvm. A produgfo maxima de

biomassa e de enzima foi conseguida a 500 rpm. O efeito da agitagdo foi superior ao
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efeito do arejamento. O valor 6ptimo para a velocidade de arejamento para a produgio

de biomassa e de enzima foi 1,5vvm.

Barbosa (2007) conduziu um planeamento experimental no sentido de optimizar
a temperatura, a agitacdo e o arejamento. As experiéncias foram planeadas num
fermentador de 3L com 2,2L de meio de cultura, utilizando um agitador de pas. A
produgdo maxima de enzima foi obtida a 32°C, a 500rpm e a 2,5vvm de velocidade de

arejamento.

Estudos conducentes, a um aumento de escala e de viabilidade econdmica, foram
realizados para a produgdo de FTase purificada, utilizando o processo descontinuo com
Aureobasidum pullulans (Vandakova et al. 2004). Uma fabrica foi projectada para uma
produgdo anual de 80kg de enzima seca e com uma actividade de 1 143 000 U/g e
contendo 28,4% de FTase. O custo total do investimento foi de 11,4 milhdes de €. O
custo total de equipamento foi 2,6 milhdes de € em que os dois biorreactores e as
colunas cromatograficas absorveram 1/3 do custo do equipamento total. O prego da
matéria-prima foi calculada em 5,1 milhdes de € e constituiu 63% do custo operacional
anual. Se o prego da FTase for 200€/g o tempo de amortizagdo do investimento € de 2
anos. Um prego inferior aumenta consideravelmente o tempo de pagamento de retorno e

o investimento deixa de ser favoravel.

3.4.3 Consideracdes e tendéncias futuras

Durante as ltimas décadas, o desenvolvimento € o consumo de produtos pré-
bidticos tiveram um aumento muito rapido. De entre estes novos produtos disponiveis
comercialmente, os fruto-oligossacaridos (FOS) obtidos a partir de sacarose, tém tido
uma especial ateng@o devido as suas propriedades e, assim, ttm um potencial
econdémico para os residuos da industria do aglicar e de outros residuos agro-industriais.

Do ponto de vista da grande procura de FOS, a sua produgfo a partir da ac¢do da
frutosiltransferase na sacarose e a sua obteng@o tém originado um enorme interesse na
area da investigagdo e da indUstria. Assim ha um grande interesse no levantamento de

novos microrganismos para a produgdo de FFase. O desenvolvimento de métodos
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rapidos para identificagdo de microrganismos aliado as técnicas baseadas no DNA
recombinante permite obter novas espécies de mais elevada produtividade.

Além disso, o pouco trabalho publicado na area da investigagdo quer ao nivel da
producdo em bio-reactores quer ao nivel do aumento de escala permite-nos afirmar que
estudos neste enfoque sdo de muito interesse. A optimizagdo dos factores de
funcionamento e outros aspectos de engenharia bioquimica para melhorar os meios de
cultura, reciclagem de células, os processos de separagdo, a purificagfo e sequestragdo
de enzimas sdo aspectos que contribuirdo para a viabilidade econémica da produgio da
FTase.
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4.Metodologia

Objectivos a atingir:

1. Caracterizar duas estirpes de Saccharomyces, variando a fonte de carbono, a

temperatura e o pH.

2. Determinar a concentragdo em biomassa, em sacarose 20% suplementada com

residuos agro-industriais, mantendo a temperatura e o pH.

3. Avaliar ao longo do tempo os glicidos e os fruto-oligossacaridos produzidos

pelas estirpes de Saccharomyces.

4. Determinar a concentragdo de fruto-oligossacaridos por outros microrganismos:
Aspergillus oryzae, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger e Fusarium

oxXysporum.,

4.1.Microrganismos

Foram utilizados os seguintes microrganismos:
» duas estirpes de Saccharomyces cerevisiae, uma da Colecgio de Culturas
de Microrganismos Industriais (CCMI) do INETI, com o nimero 396 e
outra, uma levedura vinica da Colecgdo do Laboratério e em estudo,
designada por v. lab.
= quatro estirpes flngicas, da Colecgdo de Microrganismos Industriais
(CCMI) do INETL:
= Aspergillus oryzae CCMI 125;
- Aspergillus japonicus CCMI 443;
- Aspergillus niger CCMI 296;

= Fusarium oxysporum CCMI 866.
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4.2. Estirpes S. cerevisiae

As estirpes foram mantidas em rampas de YPD a 4°C, com repicagens
trimestrais.

O meio so6lido de crescimento/manutengo foi preparado de acordo com a tabela.

Extracto de levedura | 10 g/L
Bactopeptona 10 g/L
Dextrose 20 g/L
Agar 20 g/L

O meio foi colocado em banho até dissolugdo completa do Agar. Quando
translicido, foi colocado em frascos de vidro e esterilizado em autoclave durante 20
minutos.

Os indculos foram preparados a partir de rampas frescas, incubadas a 30°C
durante 48 h. Cada rampa foi arrastada com meio liquido para um erlenmeyer que
continha 100 mL de meio de cultura. O crescimento ocorreu num agitador orbital a 30
°C € 200 rpm.

Na primeira parte do trabalho experimental, ap6s 24 h de crescimento, 10% (v/v)
da cultura foi utilizada para inocular 200 mL de meio de cultura em erlenmeyers de 500
mL, sujeito as mesmas condi¢Ses de agitagdo, variando a temperatura e o valor de pH
inicial, de fermentag8o para fermentag3o.

A cultura decorreu durante 24 horas.

Na segunda parte do trabalho as condi¢des de cultura foram: 100 mL de meio em

erlenmeyers de 500 mL, a 30 °C, a 100 rpm durante 24 horas.

4.2.1.Meio de cultura utilizado na caracterizacio das estirpes de Saccharomyces

O meio de cultura utilizado no crescimento era composto por (Tabela 4.1):
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15000g durante 10min. O sedimento foi eliminado e recolheu-se o sobrenadante

(extracto intracelular) que foi posteriormente guardado a -20°C no congelador.

4.4.Métodos analiticos

4.4.1.Métodos analiticos utilizados no trabalho desenvolvido com as estirpes de S.
cerevisiae

4.4.1.1.Leitura da absorvancia

O crescimento das leveduras foi avaliado através da absorvancia. Durante as

culturas foram retiradas amostras de 1 mL e determinada a sua absorvéncia a 600 nm.

4.4.1.2.Determinacio da concentragio em biomassa

Na primeira parte do trabalho, foram, periodicamente, retirados e filtrados em
sistema de vacuo 5 mL de cada cultura utilizando para o efeito filtros estéreis. Os
filtrados foram colocados durante 24 horas a 80 °C na estufa. Depois de arrefecidos em
exsicador foi determinado o peso seco de cada amostra.

Nas restantes fases, a determinag¢io do peso seco foi realizada da seguinte forma:

1 - Centrifugar 1,0 mL de cultura em tubos eppendorf secos e tarados a 13000g,
durante 10min.

2 - Lavar duas vezes o pellet com 1,0 mL de agua filtrada.

3 - Secar os tubos com a respectiva biomassa numa estufa a 80°C, arrefecer no

exsicador e pesar numa balanga analitica.

De forma a obter uma correlagdo entre absorvancia e o peso seco da levedura,
prepararam-se uma série de solugdes celulares de diferentes concentragdes a partir de
uma solugio mie feita a partir dos indculos de S. cerevisiae 396 e S. cerevisiae v.lab.
Foram lidas as absorvancias destas solugdes e determinaram-se os respectivos pesos
secos. Com estes dados calculou-se a respectiva correlag@io linear e através desta e das

absorvéncias lidas no ponto 4.4.1.1. chegaram-se aos pesos secos das culturas.
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4.4.1.3.Determinacio da taxa de crescimento especifica

A curva de crescimento foi obtida através da representagdo grafica do logaritmo
neperiano dos valores de absorvéncia em fungdo do tempo. Posteriormente, foi
determinada a taxa de crescimento especifica, através do declive da recta obtida na

representagdo da fase exponencial de crescimento.

4.4.1.4.Quantificacdo de Glucose

O doseamento do aglicar redutor (glucose) foi realizado pelo método do Acido
dinitrosalicilico (DNS).

As amostras recolhidas ao longo das culturas foram centrifugadas nas seguintes
condigBes: 16000 g, 4°C e 25 minutos. A glucose foi doseada no sobrenadante obtido

pelo processo de centrifugagéo.

Preparacio do reagente DNS

Prepararam-se 500 mL de reagentes DNS, dissolvendo-se 5 g de 4cido 3,5-
dinitrosalicilico em 100 mL de NaOH 2 M a quente e com agitagio. A parte
dissolveram-se 150 g de tartarato de sodio e potassio (sal de La Rochelle) em 250 de
agua destilada. De seguida, misturou-se tudo, transferindo-se para um baldo volumétrico
de 500 mL e perfazendo-se o volume com agua destilada.

A solugdo obtida foi guardada num frasco escuro no frio.

Curva de calibragio

Para determinagdo das amostras, foi construida uma curva de calibragdo (Anexo
B) de acordo com a tabela 4.4. A reac¢do decorreu a 100 °C numa rampa de
aquecimento durante 5 minutos. Findo este tempo, parou-se a reacgdo colocando os
tubos de ensaio em gelo. De seguida, adicionou-se a cada tubo 5 mL de agua destilada e
leu-se a absorvéncia a 540 nm. As amostras € os padrdes foram lidas contra um branco

que continha volumes equivalentes de agua e reagente DNS.
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As determinagdes foram efectuadas em duplicado.

Tabela 4.4 — Preparagdo das solugdes-padréo.

Tubo de ensaio I II 111 v \Y% VI VII
[Padr&es] g/L 0 {0,125 0,250 0,500 [ 0,750 | 1,000 | 1,250
Sol. mée de glucose (uL) | - 50 100 | 200 | 300 | 400
H,O (uL) 500 | 450 | 400 | 300 | 200 | 100
DNS (uL) 500{ S00 | 500 | S00 | 500 | 500 | 500

4.4.1.5.Avaliagio ao longo do tempo dos glicidos produzidos pelas estirpes de
Saccharomyces

Construiram-se curvas de calibragdo com padrdes dos compostos, nistose (GF3) e
1-cestose (GF,), por cromatografia liquida de alta eficiéncia, HPLC, com detector de

indice de refracgdo para detectar os FOS nas culturas desenvolvidas.

4.4.1.6. Determinacfio do enzima frutosiltransferase

Preparagio das amostras

As amostras foram preparadas da seguinte forma:

1. Centrifugar a 13000g e separar o sobrenadante (amostra extracelular) da fracgio
de células.

2. Ressuspender as células em tamp3o acetato de sédio 0,01M; pH 5,0 e centrifugar
a 13000g, repetir duas vezes. Desintegrar as células em tamp@o através de um

aparelho de ultra-som. Centrifugar a 15000g e guardar o sobrenadante (amostra

intracelular).
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Determinagio da concentragio de frutosiltransferase (E.C. 2.4.1.9)

O doseamento de frutosiltransferase de acordo com Hang, Y. D. (1995):
1 — Adicionar em tubos de ensaio:
e 1700 pL — Sacarose 0,3M em tampdo acetato de sodio 0,01M; pH 5.

Volume total =2 mL
e 300 pL — Sobrenadante da cultura

2 — Colocar os tubos no banho a 40°C durante 60 minutos.

3 — Terminar a reacg@io com o aumento da temperatura 5 minutos a 100°C.

Seguido da determinagdo de glucose nas amostras intra e extracelulares através

de kit enzimatico.

4.4.2.Métodos analiticos utilizados no trabalho desenvolvido com as estirpes
fungicas

4.4.2.1.Ensaio enzimatico da frutofuranosidase (FFase) / Produgio de FOS

A actividade da FFase foi determinada, através da quantificagio de glucose
produzida a partir da sacarose (Yoshikawa et al., 2006; Mussatto et al., 2008; Hang,
Y.D. etal, 1995).

Mistura reaccional (volume total = 2mL):

— 1500uL de Sacarose 0,3M em tampdo acetato de sddio 0,01M pH 5.0

— 500uL de extracto enzimatico

Tubos devidamente identificados foram colocados em banho de 4gua a 40°C com
agitagdo. Recolheram-se os tubos apdés a primeira hora de reac¢do e depois em
intervalos de 3 horas. Posteriormente foram transferidos para uma rampa de
aquecimento a 100°C durante 15 min para que a reac¢fo fosse terminada. Uma unidade
(U) de actividade de FFase ¢ definida como a quantidade de enzima necesséria para

formar 1pmol de glucose por minuto.
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4.4.2.2.Separacio dos agiicares por TLC

Foram preparadas solugdes padrdo de Glucose 5%, Sacarose 5%, Frutose 5% e FOS
5%. Aplicaram-se 5 pL de cada solugdo padrio e das amostras numa placa de TLC em
silica gel 60. Utilizou-se uma solugfo de cloroférmio, metanol e 4gua na propor¢io de
6:4:1 como fase mével. Procedeu-se a revelagdo dos cromatogramas por imersdo dos
mesmos numa solugdo reveladora (10,5mL de solugdo de a-1-naftol a 15% (p/v) em
etanol; 6,5mL de H,SO, concentrado 97%; 40,5mL de etanol e 4mL de agua), retirando-
os imediatamente e de seguida coloca-los na estufa a 100°C. Apds alguns minutos

observa-se a formag&o de manchas de cor castanha.

4.4.2.3.Quantificagio da glucose através de um kit enzimatico (Sigma)

Determinou-se a quantidade de glucose (mg) presente nas amostras extra e

intracelulares das quatro estirpes fungicas, utilizando um kit enzimatico.

4.4.2.4.Quantificagio da producio de FOS (1-Cestose e 1-Nistose) e dos aglicares

residuais (Sacarose, Glucose e Frutose) por HPLC.

Utilizou-se uma mistura de acetonitrilo : d4gua Mili Q (75/25 v/v) como fase mével
num fluxo de 1,0mL/min. Todas as amostras foram filtradas antes da injec¢do no
aparelho através de filtros de 0,45um. As concentragdes de FOS e aglicares redutores
foram determinadas a partir das curvas de calibragdo realizadas para cada um dos
compostos. A quantidade total de FOS € calculada pela razio entre a soma das

concentragdes de 1-Cestose e 1-Nistose e a concentragdo inicial de Sacarose (Mussatto
et al., 2008).
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5.Resultados e Tratamento de Resultados

S.1.Caracterizag¢io de duas estirpes de Saccharomyces, variando a

fonte de carbono, a temperatura e o pH.

No sentido de analisarmos o crescimento da estirpe Saccharomyces cerevisiae

CCMI 396 e da Saccharomyces cerevisiae, somente designada por v. lab., pertencente a

colecg¢do do Laboratério de Biotecnologia do Departamento de Quimica, realizaram-se

vérias fermentagSes com meios de cultura diferentes e diferentes condigdes ambientais

(Tabela 5.1.). Os ensaios foram idénticos para as duas estirpes.

Tabela 5.1 — Fontes de carbono e condigdes ambientais experimentadas.

Substrato de carbono | Temperatura | pH NaCl
Glucose, 30 g/L 30°C 4 -
Glucose, 30 g/L 30°C 5 -
Glucose, 30 g/L 35°C 5 -
Glucose, 30g/L 30°C 5 +
Saccharomyces cerevisiae CMMI 396 | Maltose, 30g/L 30°C 5 -
Maltose, 30g/L 30°C 5 +
Sacarose, 30g/L 30°C 5 -
Sacarose, 30g/L 30°C 5 +
Sacarose, 30g/L 35°C 5 -
Glucose, 30 g/L 30°C 5 -
Glucose, 30 g/L 35°C 5 -
Glucose, 30g/L 35°C 5 +
Maltose, 30g/L 35°C 5 -
Saccharomyces cerevisiae v. lab. Maltose, 30g/L 35°C 5 i
Sacarose, 30g/L 30°C 5 -
Sacarose, 30g/L 30°C 5 +
Sacarose, 30g/L 35°C 5 -

(+) com adigdo de Cloreto de sédio; (-) sem adigdo de Cloreto de sédio

Os resultados obtidos permitiram avaliar vérios parametros especificos

relativamente as duas estirpes consideradas. Estes resultados encontram-se no Anexo A.

Os valores obtidos pela Saccharomyces cerevisiae CCMI 396, quando se utilizou, como
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6.Consideracdes finais

Este trabalho desenvolveu-se na 4rea da Microbiologia, Biotecnologia e
Bioquimica e teve como objectivo principal a optimizagdo e controlo de culturas de
microrganismos. A implementagdo desta drea cientifica no Ensino Secundario,
especialmente nos cursos de formagdio para a vida activa, necessita deste
desenvolvimento de conhecimento tedrico e pratico.

As culturas com duas estirpes de Saccharomyces cerevisiae permitiram conhecer
comportamentos cinéticos diferentes, quer perante os meios de cultura utilizados, quer
relativamente as condi¢des ambientais. Verificou-se que o tempo de cultura, 24h, foi
adequado para a Saccharomyces cerevisiae CCMI 396, no entanto, com a
Saccharomyces cerevisiae de origem vinica, designado por v. lab., o tempo utilizado, 24
horas, ndo foi suficiente para o seguimento de todos os meios de cultura. O tempo de
consumo da fonte de carbono foi idéntico quando se utilizou o meio com glucose, mas
totalmente diferente nos meios com as outras fontes de carbono. A velocidade
especifica de crescimento da S. cerevisiae CCMI 396 e da S. cerevisiae v. lab., foi
superior no meio com glucose a pH 5 e a 30°C.

O desenvolvimento das culturas e o seu acompanhamento permitiu dominar as
técnicas mais adequadas quer na conservagdo de indculos quer na utilizagdo de
condigdes assépticas durante os ensaios. A determinag¢@io dos parametros de controlo, a
obtengio da evolugdo da concentragdo do substrato de carbono e dos diversos produtos
e enzimas permitiram utilizar diversas técnicas analiticas e normalizar a sua utilizagdo,
como ferramentas de controlo destes processos.

Os valores obtidos permitiram tirar conclusdes sobre a qualidade do trabalho que
se executava. Assim, os valores obtidos para a Saccharomyces cerevisiae CCMI 396
tiveram, em todos os meios de cultura utilizados, sdo valores obtidos com coeficientes
de determinagio elevados. A velocidade especifica de crescimento no fermentador, com
um meio a 20% de sacarose, com peptona e extracto de levedura a 1%, e suplementado

com 80% de sumo de laranja, foi de 0,25h" com R? = 0,99. A determinagdo da
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absorvéncia e do peso seco para acompanhamento da fermentagdo teve o valor de R’ =
0,985.

O interesse actual da produgdo de fruto-oligossacaridos, FOS, originou o
desenvolvimento da técnica analitica por HPLC para o acompanhamento dos diferentes
compostos que existiam no meio de cultura extra e intra celular e a determinagio da sua
quantidade. A utilizagdo Saccharomyces cerevisiae CCMI 396, S. cerevisiae v. lab.,
Aspergillus oryzae CCMI 125, Aspergillus japonicus CCMI 443, Fusarium oxysporum
CCMI 866, Aspergillus niger CCMI 296 em meios de cultura com sacarose permitiu
verificar quais os microrganismos a escolher para trabalhos de investigagéo futura.

Os dados obtidos permitem considerar que estas estirpes fingicas tém potencial
para a produgdo de FOS. As condigdes de meio de cultura e ambientais permitirdo
conhecer a estirpe de fungo mais adequado. A separagdo dos enzimas € a sua
purificagdo determinardo qual o processo deve ser implementado e os estudos
econdmicos ditardio a sua utilizagdo ou ndo na produgdo industrial de FOS.

A investigagdo desenvolvida permitira no futuro planear trabalhos com
objectivos mais especificos e envolver os alunos do Ensino Secundario em actividades
de cariz pratico-experimental. Esta actividade pratica prepara-los-& para o trabalho

profissional nesta area biotecnologica de produgio.
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