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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um bioprocesso para a produgéo de biomassa de
levedura rica em zinco organico, como alternativa de suplemento proteico para alimentagéo
animal. Cinco cepas de leveduras foram testadas quanto a sua capacidade de acumulo de
zinco no seguinte meio de cultivo: Melago de cana-de-agucar, 5°Brix; Extrato de Levedura,
10 g/L; (NH4).SO4, 5 g/L; KH,PO4, 5 g/L; MgSO,, 0,5 g/L. As concentragbes de ZnSO,
testadas foram 0,05, 0,1, 0,2 e 0,5 g/L. As condigbes de cultivo foram: temperatura, 30 °C;
pH inicial, 6,0; agitagéo, 120 rpm; tempo de cultivo de 120 horas. Os experimentos foram
realizados em Erlenmeyers de 250 mL, com volume de meio de 100 mL, agitados por
agitador do tipo Shaker. A cepa que apresentou maior capacidade de acumulo foi a Pichia
guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063, que na concentragcdo de 0,5 g/L de ZnSOQO,,
apresentou o teor de zinco acumulado de 6.820 mg/kg de peso seco de biomassa. Testes
foram realizados para verificar o tempo necessario de cultivo para producao de biomassa
enriquecida com zinco, na concentragao de 0,5 g/L de ZnSO,. Os tempos avaliados foram
24, 48, 72, 96 e 120 horas. A Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 obteve o
melhor acumulo de zinco no tempo 120 horas, que foi de 7.997 mg/kg. Foi testada uma
adaptagdo prévia da Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 a concentragbes
crescentes do metal no meio, em cultivos com concentragbes de ZnSO, de 0,05; 0,1; 0,2;
0,5 e 1,0 g/L. Os testes realizados com células da levedura ndao adaptadas obtiveram um
maior acumulo de zinco, que foi de 10.848 mg/kg, com adi¢cdo de 1,0 g/L de ZnSO, ao
meio. Dois diferentes residuos foram testados como fonte de carbono: o melago de cana-de-
aclicar e o melago de soja, nas concentragoes de 5, 10 e 15 ° Brix. Os melhores resultados
obtidos foram nos testes utilizando o melago de soja a 5° Brix e 0 melago de cana-de-agucar
a 5° Brix, com acumulo de 17.956 e 13.028 mg/kg, respectivamente. Trés fontes de
nitrogénio organico foram avaliadas: o extrato de levedura (10,0 g/L), a peptona caseinada
(8,0 g/L), e o caldo de triptona de soja (8,0 g/L). A melhor fonte de nitrogénio organico para a
retencéo do zinco na biomassa foi o extrato de levedura, que em presenga de 5° Brix de
melago de soja, gerou uma biomassa com 10.128 mg de zinco/kg. Foram testadas oito
variaveis em um Planejamento Fatorial Fracionario 2%*: concentragdes de ZnSQ,, de
MgSQ,, de KH,PO,, de Extrato de Levedura, de Fex(S0O,)s; °Brix ; tempo de adigéo; e pH. A
maior concentragao de zinco acumulado encontrada foi de 24.982 mg/kg, e os fatores que
geraram maior efeito positivo significativo no acumulo de zinco foram as concentragdes de
ZnSO4 e de Fey(SO4);, de 2,5 g/L e 0,1 g/L, respectivamente. Estas duas variaveis
significativas foram avaliadas em um Planejamento Fatorial Completo 3% A maior
concentracdo de zinco acumulado obtida foi de 75.090 mg/kg, e a variavel significativa
identificada foi a concentragao de ZnSO,, de 10,0 g/L. Foi avaliada a cinética de produgao
de biomassa rica em zinco organico em um fermentador de 2 L. O experimento demonstrou
que a maior concentragdo de zinco organico total na biomassa ocorreu no tempo 144 horas,
onde a concentragdao foi de 96.030 mg/kg. O aumento na concentragdo do metal na
biomassa pode ser justificado pela realizagdo do processo em fermentador, o que
proporcionou melhoras na aeragdo e na agitagdo. Foram realizados testes para verificar a
possibilidade de producdo de vitamina B, pela Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y
27063. Esta cepa produziu concentragdes desta vitamina muito baixas, que foram de 1,3 ug/
mL em auséncia de luz, e 1,0 ug/ mL na presenca de luz.

Palavras-chave: Levedura, Zinco orgéanico, Pichia, fermentagéo liquida.
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ABSTRACT

The objective of this work was to develop a bioprocess for the production of an yeast
biomass rich in organic zinc. Five strains had their zinc accumulation capacity evaluated in
the following medium: sugarcane molasses, 5°Brix; yeast extract, 10 g/L; (NH,),SQO,, 5 g/L;
KH,;PQOy,, 5 g/L; MgSO,, 0,5 g/L. The tested concentrations of ZnSO, were 0,05, 0,1, 0,2 and
0,5 g/L. The cultivation conditions were: temperature, 30 °C; initial pH, 6,0; agitation, 120
rpm; total cultivation time, 120 hours. The essays were performed in 250 mL Erlenmeyer
flasks a 100 mL medium volume. The strain that presented the highest accumulation
capacity was Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063, in the ZnSO,4 concentration of
0,5 g/L, with an accumulated zinc concentration of 6.820 mg/kg per biomass dry weight.
Tests were done to evaluate the cultivation time necessary for the production of the zinc
enriched biomass, in the ZnSO, concentration of 0,5 g/L. The evaluated times were 24, 48,
72, 96 and 120 hours. The Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 had its best zinc
accumulation in 120 hours, which was of 7.997 mg/kg. It was tested a previous adaptation of
Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 under increasing metal concentrations in the
medium, in cultivations with ZnSO, concentrations of 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 and 1,0 g/L. The
essays with the yeast cells that suffered no adaptation obtained the best zinc accumulation,
which was of 10.848 mg/kg, with the addition of 1,0 g/L of ZnSO, to the medium. Two
different residues were tested as a carbon source: the sugarcane molasses and the soybean
molasses, in the 5, 10 and 15 ° Brix concentrations. The best results were obtained in the
tests using the 5° Brix soybean molasses, and the 5° Brix sugarcane molasses, with the
accumulation of 17.956 and 13.028 mg/kg, respectively. Three nitrogen sources were
evaluated: yeast extract (10,0 g/L), casein peptone (8,0 g/L), and soy triptone broth (8,0 g/L).
The best organic nitrogen source for the zinc retention in the biomass was the yeast extract,
which in the presence of 5° Brix of soybean molasses produced a biomass with 10.128 mg of
zinc/kg. Eight variables were tested on a Fractional Factorial Design 2%“: concentrations of
ZnS0,, of MgSO,, of KH,PO,, of yeast extract, of Fey(SO,)s; °Brix; addition time; and pH.
The highest concentration of accumulated zinc found was of 24.982 mg/kg, and the factors
that created a significant positive effect over the zinc accumulation were the concentrations
of ZnSO, and of Fey(SO,)s, of 2,5 g/L and 0,1 g/L, respectively. These two significant
variables were evaluated on a Complete Factorial Design 3°. The highest concentration of
accumulated zinc obtained was of 75.090 mg/kg, and the identified significant variable was
the concentration of ZnSO, concentration, of 10,0 g/L_ Cultivation kinetics was accomplished
in a 2 L fermenter. The essay revealed that the highest concentration of total organic zinc
occurred in 144 hours, which was of 96.030 mg/kg. The increase of the metal concentration
in the biomass can be explained by the realization of this procedure in a fermenter, which
provides improvements in the aeration and agitation. Tests were done to verify the possibility
of vitamin B, production by Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063. This strain
produced very low concentrations of this vitamin, which was of 1,3 ug/ mL in the absence of
light, and 1,0 ug/ mL in the presence of light.

Keywords: Yeast, Organic zinc, Pichia, liquid fermentation.
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1 INTRODUGAO

Os frequentes aumentos nos pregcos de grdos de cereais e suplementos
protéicos vegetais, utilizados na alimentagédo de animais, tém despertado um grande
interesse pelo aproveitamento de alimentos conhecidos como “ndo convencionais”
na industria animal do Brasil. Dentre os produtos que podem substituir os
suplementos protéicos convencionais na alimentacdo animal, destacam-se os
microrganismos (algas, bactérias, fungos e leveduras), considerados fonte de
proteina unicelular. O interesse na utilizagdo desses microrganismos na alimentagao
animal deve-se, entre outros motivos, a sua alta velocidade de crescimento, a
possibilidade de cultivo em substratos diversos e de baixo custo, e ao seu elevado
teor protéico.

O uso de suplementos nutricionais tem se tornado cada vez mais comum e esta
crescendo num ritmo bastante acelerado, devido a algumas vantagens de aplicagao,
tais como baixo custo, eficacia e potencial de regeneragdo. Além disso, estes
suplementos estdo regulamentados por uma menor quantidade de leis, que por sua
vez sdo menos rigidas do que as leis que tratam dos medicamentos prescritos
(SHOEIB e MESTER, 2007).

Os suplementos minerais, em particular, sdo frequentemente aplicados com o
intuito de garantir a quantidade necessaria de minerais trago - enddgenos e
essenciais - que possam estar em deficiéncia na dieta. Estes elementos traco,
geralmente espécies metalicas e semi-metalicas, sdo naturalmente encontradas em
organismos vivos como uma consequéncia da evolugao bioquimica e da bioindugéo
de ligantes que fazem interacées com os metais (TEMPLETON et al., 2000).

Normalmente duas formas de suplementos minerais estdo comercialmente
disponiveis: os sais inorganicos e as espécies metalicas ligadas a substratos
organicos. Estes ultimos tém o metal ligado a uma molécula como uma vitamina ou
um aminoacido. Esta ligagdo € referenciada em literatura como o motivo de um
aumento na eficiéncia da absorgdo do metal pelo organismo. Também foi sugerido
que os metais ligados organicamente possuem maior atividade bioldgica e sao
geralmente menos tdéxicos em concentragdes maiores, quando comparados com
seus respectivos sais inorganicos (VINSON e HSIAO, 1985; DEMIRCI e POMETTO,
2000).



Tido como um micronutriente essencial, o zinco possui papel importante em
diversos processos bioldgicos dos organismos. E o segundo micromineral com maior
distribuicdo no corpo humano. Entre as suas funcdes estdo a sintese protéica; o
metabolismo do DNA e do RNA; o metabolismo energético, de carboidratos e de
lipidios; além de sua destacada atuagdo na manutencdo da imunocompeténcia do
individuo (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998; GAUDREAU et al., 2001).

Devido a sua habilidade em incorporar metais em suas células, a biomassa de
leveduras esta sendo intensamente utilizada como um veiculo de entrega em uma
série de suplementos minerais, sendo uma fonte rica em proteinas. A
biodisponibilidade, a atividade desejada e a toxidez destes suplementos dependem
da concentracdo do metal, seu estado de oxidagdo e as formas quimicas de seus
complexos (TEMPLETON et al., 2000; CORNELIS et al., 2001).

As leveduras possuem varias propriedades que podem levar a um aumento da
resisténcia das mesmas aos metais toxicos. Dois mecanismos importantes para o
aumento desta resisténcia podem ser: a redugao do consumo ou impermeabilidade
ao metal, e o sequestro de metais dentro e/ou ao redor da célula. O enriquecimento
de metais em leveduras € obtido através da incluséo de um sal inorganico do metal
desejado em um meio de cultivo, seguido por um tratamento térmico para cessar o
crescimento da levedura e inibir a atividade enzimatica. Estudos relatam que a
introdugdo de sais inorganicos do metal de interesse, soluveis em agua como um
componente do meio de cultivo, para a producdo de leveduras através de uma
fermentagado, resulta na incorporacdo de uma quantidade substancial do metal
absorvido pela levedura (SUHAJDA et al., 2000).

O metal pode ser incorporado a levedura através de uma série de mecanismos,
que incluem a producdo de proteinas ligadas a metais (incluindo as
metalotioneinas), mineralizagdo e sequestro pelos vacuolos (WELCH et al., 1993;
ECKER et al., 1986).

Um expressivo numero de processos fermentativos industriais aproveita o
potencial de matérias-primas renovaveis na obtencdo de produtos quimicos,
combustiveis, alimentos e bebidas, bioinseticidas, farmacos e enzimas, entre outros.
Entre as matérias-primas utilizadas, os residuos agricolas e agroindustriais
desempenham um papel marcante, com uma gama de processos fermentativos

sendo realizados com base em materiais como caldo e melago de cana-de-agucar,



farelos de soja, trigo e arroz, residuos celuldsicos e da industria de papel (SERAFINI
et al., 2002).

A producdo de biomassa de leveduras rica em zinco organico tem grande

importancia para a industria animal. Isto se deve principalmente ao fato de o produto

obtido neste processo desempenhar papel essencial no organismo dos animais,

atuando nas funcbes de responsabilidade do zinco, além de proporcionar uma

potencializagdo da absorg¢ao do zinco pelo organismo animal.

1.1 OBJETIVO PRINCIPAL

1.2

Desenvolver um bioprocesso para a producdo de biomassa de levedura
com alto teor de zinco organico, como alternativa de suplemento protéico

para alimentac&o animal.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Selecionar, entre cinco cepas de leveduras, aquela que apresenta o
melhor acumulo de zinco total na producao de biomassa enriquecida com
este metal;

Determinar o tempo de cultivo celular necessario para o maior acumulo de
zinco pela cepa de levedura selecionada,;

Verificar se a técnica de adaptacdo aplicada a cepa de levedura
selecionada, em um meio rico em zinco, aumenta o acumulo do metal pela
biomassa;

Selecionar a melhor fonte de carbono, utilizando residuos industriais, para
a cepa de levedura selecionada,;

Determinar a melhor fonte de nitrogénio organico para a cepa de levedura
selecionada;

Otimizar o processo de cultivo celular de biomassa rica em zinco em
Shaker;



Estudar a cinética da produgédo de biomassa rica em zinco organico em
fermentador;

Determinar uma metodologia para o rompimento celular da cepa de
levedura selecionada;

Estabelecer uma metodologia para a quantificagdo das variedades de
zinco presentes na biomassa de levedura;

Estudar a possibilidade de producao da vitamina B pela cepa de levedura

selecionada.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 OZINCO

O zinco € um micronutriente essencial, e desempenha fun¢des cruciais em
diversos processos biologicos dos organismos. Depois do ferro, € o micromineral
com distribuicdo mais abundante no corpo humano. No sistema nervoso central,
apenas sodio, potassio e magnésio sdo encontrados em concentragdes mais altas.

Entre as suas fungdes no organismo dos seres vivos estédo a sintese protéica; o
metabolismo do DNA e do RNA; o metabolismo energético, de carboidratos e de
lipidios; além de sua destacada atuagdo na manutencdo da imunocompeténcia do
individuo (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998; GAUDREAU et al., 2001).

2.1.1 Alimentagao

O zinco é encontrado em diversos alimentos, como por exemplo, nas ostras,
crustaceos, carnes vermelhas, aves, alguns tipos de peixe, mariscos, feijdes e
nozes. De acordo com FISBERG (1998), acredita-se que apenas 20 a 40% do zinco
da dieta sejam absorvidos. A absor¢do do zinco € alterada pela presenga de
diversos fatores dietéticos, principalmente pelos fitatos (ALLEN, 1998). A
biodisponibilidade do zinco depende também da interagdo com outros minerais na
luz intestinal. Pode existir uma competicdo zinco-cobre, ou zinco-calcio, ou ainda
zinco-ferro.

As necessidades diarias de zinco pelo ser humano sao estimadas pela maioria
dos paises em 15 mg. WELCH (1993) citou que, segundo o Comité de Alimentacao
e Nutricdo da National Academy of Sciences, os valores diarios de zinco
recomendados variam de 5 a 19 mg/dia. A tabela 1 lista os valores especificos para
cada faixa etaria.



TABELA 1 — VALORES DIARIOS DE ZINCO RECOMENDADOS

Grupo Populacional Faixa de idade (anos) Valor recomendado na
dieta (mg/dia)
Bebés 0-1 5
Criangas 1-10 10
Homens adultos 11-51 ou mais 15
Mulheres adultas 11-51 ou mais 12
Mulheres gravidas Todas as idades 15
Mulheres lactentes Primeiros 6 meses 19
Apbs 6 meses 16

FONTE: WELCH, 1993

A World Health Organization (WHQO) recomenda a ingestdo de 12,8 a 54,5 mg
de zinco/dia (FAO/WHO/ONU, 1985). Ja a Portaria no. 33 cita que as dosagens de
zinco de ingestao diaria recomendada (IDR) s&o de 10 mg para criangas de 7 a 10
anos, 15 mg para adultos e gestantes (ANVISA, 1998).

O zinco € um microelemento necessario para varios processos celulares
relacionados com o crescimento e diferenciacao, transcricdo e apoptose. Assim, o
zinco é essencial para a vida, mas, como no caso de outros micronutrientes
minerais, quando sua concentragao intracelular ultrapassa um limite maximo, efeitos
toxicos se manifestam. Doses acima de 200 mg/dia de zinco sdo eméticas, isto é,
provocam vomitos. Sinais tipicos de toxicidade aguda causada por zinco em animais
e no ser humano incluem dor epigastrica, diarréia, nausea e vomitos. A intoxicagéo
pelo zinco também pode induzir uma deficiéncia secundaria de cobre causada pela
competicdo entre estes elementos pela absorgéo intestinal (DEVERGILIS et al.,
2004).

Ja a deficiéncia dos ions Zn ?* no organismo gera uma inibicdo do crescimento
da célula e da atividade de fermentagao (LIU et al., 1997). Levantamentos sobre a
ingest&do dietética de zinco realizados em diversos paises mostram uma ocorréncia
elevada da deficiéncia deste nutriente (GIBSON e FERGUSON, 1998). Entre
gestantes, estima-se que 82% destas em todo o mundo apresentem uma ingestao
deficiente de zinco (SALGUEIRO et al., 2002). No Brasil, LETHI (1989) verificou que
a maioria das gravidas e lactantes entrevistadas, de baixo nivel socioeconémico na

Amazobnia, apresentava uma ingestao deficiente de zinco, entre 0 a 10 mg/dia.



2.1.2 Funcgoes

O zinco, presente na forma biolégica de fons Zn**, é componente essencial de
mais de 300 enzimas, incluindo a RNA polimerase, a fosfatase alcalina, a alcool
desidrogenase, a anidrase carbdnica, e varias carboxipeptidases. Também realiza
um papel estrutural critico em muitas proteinas n&o cataliticas (BERG et al., 2002;
GUERINOT e EIDE, 1999).

A mineralizacéo dos ossos é descrita por BOUGLE et al. (2004) como uma das
funcdes do zinco. De acordo com o estudo, a relagao entre o zinco e a mineralizagao
do osso é bastante significativa, pois o zinco aumenta a sintese e o efeito nos
tecidos alvo de fatores de crescimento, como o fator 1 de crescimento insulina.
Outra acao do zinco neste sentido € o estimulo da proliferagcdo e da diferenciagao
dos osteoblastos, além da regulagdo da atividade dos horménios reguladores do
calcio, da vitamina D e paratorménio (PTH). A influéncia do zinco na regulagao
destes horménios aumenta a calcemia. Da mesma forma, este metal age sobre a
fosfatase alcalina e a osteocalcina, substancias que diminuem a calcemia. O zinco
também previne a reabsorgdo do osso induzida pelo PTH (YOSHIWAKA et al.,
2004).

KHALED et al. (1997) observaram que o zinco € um elemento tragco que
estabiliza membranas e interage com outros cations bivalentes. Ele € um composto
que forma a grande maioria das metaloproteinas. Ele também exerce efeitos
semelhantes ao da insulina e aumenta a deformabilidade dos eritrocitos. Ele também
estd envolvido na fisiologia da insulina em varios niveis (BRANDAO-NETO et al.,
2003).

No cérebro, o zinco atua como um importante fator na neurotransmissao,
através da modulagdo da atividade do glutamato e receptores de aminoacidos y-
butirico. Neurbnios e terminagdes nervosas contendo zinco tém sido identificados
em varias regides do cérebro incluindo o hipocampo, cértex e cerebelo. Estudos
usando fontes da dieta de zinco suplementadas com aminoacidos, como a metionina
ou histidina, comprovaram que o metal das dietas com aminoacidos suplementados
com zinco era mais biodisponivel para o cérebro do animal testado do que as

formulagcdes do sal deste metal sozinho. Em particular, o zinco do complexo



histidina-zinco tem se mostrado ser melhor absorvido pelo cérebro do que o zinco de
sais de zinco (KELLER et al., 2000).

2.2 FERMENTAGAO

2.21 Fermentacao Liquida

A fermentacgdo liquida € aquela em que o microrganismo se desenvolve em um
meio liquido. Apesar deste tipo de fermentac&o ser o mais frequentemente utilizado
na maioria dos processos fermentativos industriais, a fermentagéo no estado soélido
permanece como o método de escolha para muitos processos industriais
tradicionais, especialmente para a industria de alimentos (LIMA et al., 2001).

Uma vez que a cepa do microrganismo € encontrada, a produgao da substancia
de interesse é primeiramente testada em um volume reduzido, utilizando-se
fermentadores pequenos (de 1 a 5 L) e frascos. Entre os frascos utilizados, podem
ser citadas as microplacas, os tubos de ensaio, os frascos Erlenmeyer, os frascos
Turnair e Carboys. O equipamento utilizado para manter a movimentagdo destes
frascos € chamado de Shaker ou agitador orbital (DEMAIN e DAVIES, 1999).

As fermentacdes liquidas em pequena escala sdo o tipo de cultivo mais
utilizado, pois sao facilmente operaveis e possuem baixo custo. Elas permitem que
se tenha uma maneira econémica de avaliar uma grande variedade de parametros
para a otimizagao do processo (DEMAIN e DAVIES, 1999).

Segundo HISS (2001), as fermentagbes descontinuas sao utilizadas pela
humanidade ha milhares de anos e, atualmente, estdo sendo utilizadas para a
obtencao de varios tipos de produtos por meio de fermentacdes.

2.2.2 Meios de cultivo
Os meios de cultivo sado projetados para atender a demanda nutricional do

microrganismo produtor, aos objetivos do processo e a escala da operagédo. A
selegdo desses meios depende, na maioria dos processos em larga escala, do seu



custo, da sua disponibilidade e das propriedades de manejo dos componentes dos
mesmos (BORZANI et al., 2001; RATLEDGE e KRISTIANSEN, 2002).

O valor do produto final esta diretamente ligado ao custo dos ingredientes
utilizados no meio de cultivo. Na industria da fermentacdo, a contribuicdo das
matérias primas no custo da produgao final pode variar de 5 (como na producgao de
interferons e esterdides), até 50% (como na producdo de etanol). A meta do
processo fermentativo € sempre a redugao do custo total através do aumento do
rendimento da fermentagdo e da utilizagdo de ingredientes com menor custo no
processo (DEMAIN e DAVIES, 1999).

Os componentes basicos, nutricionalmente importantes, sdo as fontes de
carbono, as fontes de nitrogénio, os sais minerais, e em alguns casos, fatores de
crescimento. A maioria dos processos biotecnoldgicos industriais utiliza fontes de
carbono e nitrogénio a partir de misturas complexas de produtos ou subprodutos
naturais de baixo custo, buscando residuos e aguas residuarias com boa
composicao e em disponibilidade (BORZANI et al., 2001; DEMAIN e DAVIES, 1999).

As fontes de carbono, especialmente carboidratos, podem ser: a glicose (nha
forma de glicose pura ou amido hidrolisado), a lactose (como lactose pura, soro de
leite ou de queijo, em pd), o amido ou fécula (que constitui a cevada, centeio, trigo,
aveia), e a sacarose (presente no melago de cana-de-agucar e de beterraba). As
fontes nitrogenadas podem ser a cevada, o soro de leite, a agua de maceragdo de
milho, a farinha de aveia, e a farinha de soja.

Os metais trago necessarios geralmente estdo presentes na agua corrente ou
na maioria das matérias primas. Os sais minerais sao adicionados, especialmente
como fontes suplementares de nitrogénio, fésforo, enxofre ou calcio. A maioria dos
fatores de crescimento necessaria para o desenvolvimento do microrganismo
pertence ao grupo das vitaminas B ou compostos afins, de certos aminoacidos ou de
acidos graxos. O adequado balanc¢o de C/N pode ser fundamental, especialmente se
o pH n&o for controlado (BORZANI et al., 2001; DEMAIN e DAVIES, 1999).



10

2.3 AS LEVEDURAS

Segundo BOURGEOIS e LARPENT (1995), as leveduras constituem na
atualidade um grupo de microrganismos com ampla utilizagdo, sendo aplicadas em
um grande numero de processos fermentativos e de produtos resultantes. Séo
usadas como aditivos na alimentagdo humana e em forragens, pelo seu alto teor de
proteinas, composi¢ao balanceada de aminoacidos, e elevada riqueza em vitaminas
do complexo B (BEKATOROU et al., 2006; ICIDCA, 1999). Estes microrganismos
também sado objeto de crescente interesse no campo dos alimentos, devido ao seu
valor nos aspectos nutritivo e aromatico (BOURGEOIS e LARPENT, 1995).

Do ponto de vista tecnologico, as leveduras possuem vantagens em relagdo a
outros microrganismos, principalmente em razdo da sua capacidade de assimilar
grande variedade de substratos, de sua alta velocidade de crescimento e da

facilidade de separagéo de sua biomassa (ICIDCA, 1999).

2.3.1 Aspectos Biolégicos

As leveduras s&o microrganismos eucariotas. Constituem um grupo de
organismos do tipo fungo, com predominéncia da forma unicelular e reprodugao
assexuada vegetativa por gemulagéo.

As células vegetativas da maioria das leveduras industriais variam em tamanho,
de 4 a 8 ym de largura por 7 a 12 ym de comprimento, havendo, evidentemente,
especies maiores e espécies menores que as citadas. Forma e tamanho das células,
mesmo em espécies monomorfas, podem variar de acordo com o nutriente, as
condi¢gdes ambientais, o estado fisiologico ou a idade (UFSC, 2007).

Segundo ESPOSITO e AZEVEDO (2004), do ponto de vista taxondémico, as
leveduras sdo um grupo de microrganismos muito heterogéneos, compreendendo 60
géneros e cerca de 500 espécies. Elas sédo classificadas em dois grupos, que se
diferenciam por sua aptiddo em formar ou n&o esporos de origem sexual: 0s
ascomicetos, e os basidiomicetos. Na figura 1, € possivel visualizar a estrutura e a

reproducao de uma célula tipica de levedura.
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FIGURA 1 — ESTRUTURA E REPRODUGAO DE UMA CELULA TiPICA DE LEVEDURA
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FONTE: SCHOHN, 2007.

As leveduras apresentam um nucleo diferenciado e organelas subcelulares,
como o reticulo endoplasmatico e as mitocéndrias. A morfologia celular, a formagao
de uma capsula de polissacarideos, a auséncia ou presenca de vacuolos de
glébulos de lipideos, e o desenvolvimento das mitocondrias dependem das
condig¢des fisico-quimicas e da idade do cultivo do microrganismo (BOURGEOIS e
LARPENT, 1995).

A reserva de aminoacidos livres se localiza nos vacuolos. No conteudo deles
também estdo purinas, ortofosfatos polimerizados e hidrolases (BOURGEOIS e
LARPENT, 1995). Poucas organelas podem ser observadas através da luz do
microscopio, a n&o ser que elas sejam especificamente marcadas. A unica organela
visivel € um grande vacuolo central que contribui para a expansao celular. (GLAZER
e NIKAIDO, 1998).

A membrana celular é formada por trés camadas: uma intermediaria constituida
por lipidios e fosfolipidios, e outras duas formadas por proteinas. Estas duas ultimas
intervém na entrada e saida de solutos e nas reagdes enzimaticas. Somente a agua
difunde-se passivamente; para os outros solutos ocorre uma difusdo facilitada ou um
transporte ativo (BOURGEOIS e LARPENT, 1995).
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A parede celular é rigida, bastante espessa, e responsavel pela forma da
célula. E formada principalmente por quitina, destinada especialmente as cicatrizes
da gemulagcdo (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004; ASSIS, 1996). Esta parede nao
serve apenas para protecdo e como estrutura, mas também € metabolicamente
importante, estando envolvida com o transporte de nutrientes para o citoplasma. E
formada por uma camada externa principalmente de manoproteinas; por uma
camada intermediaria de glucana, podendo esta ser subdividida em uma subcamada
de R-glucana soluvel em alcali e outra subcamada de 3-glucana insoluvel em alcali;
e por uma camada interna, que € composta por manoproteina e outros tipos de
proteina, incluindo enzimas como a invertase, fosfatase acida, R-glucosidase e
protease (BOURGEOIS e LARPENT, 1995; ASSIS, 1996) (ver figura 2).

FIGURA 2 — REPRESENTACAO DA PAREDE CELULAR DE UMA CELULA TIiPICA DE
LEVEDURA
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FONTE: SIGMA ALDRICH, 2007.

Em algumas leveduras € possivel observar a presenca de uma capsula
constituida por fosfomananos soluveis e agua (Hansenula e Pichia), mananos mais
ou menos ramificados (Rhodotorula) ou heteropolissacarideos (Cryptococcus).
Algumas cepas de Saccharomyces possuem estruturas proteicas filamentosas que
poderiam desempenhar um papel na floculagdo (BOURGEOIS e LARPENT, 1995).
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Ja foi relatado pela literatura que varios géneros de leveduras chamadas de
metilotroficas, como Saccharomyces, Candida, Pichia, Torulopsis, Hansenula, sao
capazes de crescer em compostos de C4 como o metanol, metilamina ou compostos
similares, como unica fonte energética de carbono (ESPOSITO e AZEVEDO, 2004).

2.3.2 Aspectos Metabdlicos

As leveduras sao seres aerdbios e podem ser também aerdbios facultativos,
logo conseguem crescer na presenga ou auséncia de oxigénio. Elas podem
metabolizar varias fontes de carbono, mas utilizam principalmente agucares, como a
sacarose, a glicose, e a maltose. Algumas leveduras podem usar uma série de
fontes ndo convencionais de carbono, como os biopolimeros, as pentoses, 0s
alcoois, os polidis, os hidrocarbonetos, os acidos graxos e 0s acidos organicos
(BEKATOROWU et al., 2006; FERREIRA, 1995).

De acordo com BEKATOROU et al. (2006), a maioria das cepas de levedura é
capaz de assimilar diretamente ions de ambnio e uréia, porém poucas especies
possuem a capacidade de utilizar nitratos com fonte de nitrogénio. O fésforo e o
enxofre sdo geralmente assimilados na forma de ions inorganicos de fosfatos e
sulfatos, respectivamente. Além disso, os metais s&o essenciais para estes
microrganismos e, por isso, s&o adicionados ao meio de cultivo.

O crescimento das leveduras como organismos heterotroficos depende de uma
variedade de compostos orgénicos e de alguns nutrientes minerais. Estes
compostos sdo degradados por um conjunto de reagdes quimicas que ocorrem no
interior da célula — o metabolismo. Durante o crescimento, as células utilizam os
substratos de forma a satisfazer a sintese de material celular, energia (através do
ATP) e poder redutor (na forma de nucleotideos de piridina — NADH) expresso no
potencial de éxido-redugéo. O catabolismo € o conjunto de reagbes metabdlicas que
permite executar os dois ultimos requisitos. Ao conjunto de reagdes metabolicas
envolvidas na sintese de material celular da-se o nome de anabolismo. Num meio
aerobio, o poder redutor € convertido em energia adicional através de um processo
chamado fosforilagdo oxidativa (FERREIRA, 1995).
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2.3.3 Leveduras para consumo animal e humano

As leveduras foram os primeiros microrganismos utilizados na produgao de
proteinas, sdo 0s que receberam maior atencdo de estudos e sdo aqueles com
maior aceitacdo pelos consumidores. Isto se deve principalmente ao fato de que
raramente s&o toxicas ou patogénicas. Apesar de seu teor de proteinas ndo exceder
60%, sua concentragdo de aminoacidos essenciais, como lisina, triptofano e
treonina, € satisfatéria. Além disso, possuem pequenas quantidades de aminoacidos
sulfurados, como a metionina e a cisteina. Outras vantagens destacadas para
leveduras devem-se ao fato de elas serem maiores que as bactérias, facilitando sua
separacgao; e de poderem ser utilizadas em seu estado natural. Entretanto, sua taxa
de crescimento especifico é relativamente baixa, com um tempo de geracdode 2a 5
horas.

Nos ultimos anos, outras leveduras - além da S. cerevisiae - tém despertado
interesse industrial como produtoras de proteinas heter6logas. Exemplos destas
leveduras sdo aquelas que utilizam o metanol, como a Hansenula polymorpha e
Pichia pastoris; e as espécies que degradam a lactose, como Kluyveromyces lactis,
K. fragilis e K. marxianus. A aplicagdo destas leveduras em fermenta¢cdes em larga
escala para a produgdo de proteinas heter6logas tem se tornado uma pratica
industrial comum (PINHEIRO et al., 2000). Na tabela 2 encontram-se as espécies de
leveduras utilizadas na produgéo de Single Cell Protein (SCP), de acordo com a
fonte de carbono utilizada.
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TABELA 2 — MICRORGANISMOS UTILIZADOS NA PRODUGAO DE SCP, DE ACORDO
COM A FONTE DE CARBONO UTILIZADA.

Substrato Microrganismo

n-alcanos, n-parafinas Candida lipolytica, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. maltosa,
C. parafffinica, C. oleophils, Yarrowia lipolytica

Metanol Candida utilis, Hanseniaspora sp., Pichia pastoris,
Hansenuls sp., Kloeckera sp.

Etanol Candida enthanothermophilum, C. utilis, C. kruzei

Soro de leite Kluyveromyces fragilis, Candida intermedia

Melago de cana-de-agucar | Saccharomyces cerevisiae

Amido Schwanniomyces alluvius, Lipomyces kononenkoe

Lipidios Candida rugosa, C. utilis, C. lipolytica, C. blankii, C. curvata,
C. derfomans, C. parapsilosis

Celulose Candida utilis

Liquor residual de sulfitos | Candida utilis, C. tropicalis

FONTE: PINHEIRO et al., 2000

Entre as leveduras citadas na literatura como possuindo uma alta producao de
biomassa estao K. fragilis, com 90 g/L (SHAY et al., 1987); S. cerevisiae, com 40 a
45 g/L (LITCHFIELD, 1979); e P. pastoris, com 105 g/L (SHAY et al., 1987).

O alto conteudo relativo de proteinas e a baixa proporgcdo de acidos nucléicos
permitem seu uso na forma de aditivos, ou como complemento na formulagédo de
diferentes tipos de alimentos para o consumo animal e humano. A proporgcédo a ser
empregada esta diretamente relacionada com o tipo de alimento, forma de
suplementacao, propriedades funcionais e resultados organolépticos em cada uma
das formulagdes (ICIDCA, 1999).

2.3.4 Géneros

2.3.4.1 Género Saccharomyces

A levedura de panificagcdo S. cerevisiae € um microrganismo facultativo, isto é,
€ capaz de crescer com ou sem aerobiose. Quando ocorre o crescimento em
presencga de oxigénio, este género de levedura exige a biotina no meio de cultivo. Ao
se desenvolver em absoluta anaerobiose, quando mesmo tragos de oxigénio sao
evitados, outros componentes, como acidos graxos insaturados e ergosterol, s&o
necessarios (LIMA et al., 2001).
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A Saccharomyces cerevisiae é uma levedura que se reproduz através de
brotamento, e € utilizada para a fabricacdo do pdo, onde o dioxido de carbono
produzido pelo crescimento da massa gera o crescimento do p&o (ver foto 3).
Também é utilizada na produgao de cervejas, vinhos e outras bebidas alcodlicas.

FIGURA 3 — FOTO EM MICROSCOPIA ELETRONICA DE Saccharomyces cerevisiae

[
FONTE: WHEAILS, 2007.

O ciclo do S. cerevisiae € muito rapido, quando comparado com o de outros
microrganismos, alcangando uma fase exponencial em 24 horas, dependendo das
condigdes da cultura. A espécie Saccharomyces cerevisiae, quando semeada em
meio extrato de malte, apds trés dias a 25 °C, apresenta células que podem ser
globosas ou subglobosas, elipsdides a cilindricas, células alongadas de mais de 30
um de comprimento podem estar presentes, sendo que estas células aparecem
sozinhas, em pares, em cadeias pequenas ou agrupamentos. Um sedimento é
produzido, assim como também ocasionalmente um leve anel & formado. Ela
fermenta glicose, sendo que o crescimento em galactose, sacarose e maltose
devem ser testados. Nao assimila nitratos, e o desenvolvimento em meio com
auséncia de vitaminas, assim como o crescimento a 37 °C, devem ser testados
(KURZMAN e FELL, 1998).

Este género foi escolhido para ser largamente utilizado como o organismo
responsavel pela producdo de SCP por varias razbes, como: sua facil manipulagao;
seu facil crescimento; seu metabolismo extensivamente estudado; seu crescimento
em altas concentragdes de substrato; seu reconhecimento como sendo seguro (fato
importante para um produto com grau alimenticio de segurancga).
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O desenvolvimento de uma cepa mutante de S. cerevisiae tolerante a altas
concentragdes de cloreto de sodio foi estudado por MATSUTANI et al. (1992). O
mutante osmotolerante da cepa apresentou uma diminuicdo drastica no tamanho da
célula, e tornou-se resistente a meios com concentragcbes de até 18% de cloreto de
sodio.

2.3.4.2 Género Kluyveromyces

A espécie K. marxianus apresenta um grande potencial para ser empregada
tanto na industria farmacéutica como na de alimentos. Ela tem sido utilizada na
produgdo em larga escala de proteina unicelular (SCP) a partir de soro de leite. E
reconhecida como um microrganismo seguro para o consumo humano (GRAS) pelo
FDA (CABALERRO et al., 1995). Possui grande capacidade de conversdo de
substratos em biomassa, e uma baixa taxa de formagdo de metabdlitos, como o
etanol (BELLAVER et al.,, 2004). Entretanto, a produgdo de SCP a partir da
fermentacdo do K. marxianus ainda ndo atingiu seu uso extensivo, devido a fatores
econdmicos (CABALERRO et al., 1995).

A espécie Kluyveromyces marxianus var. marxianus, apos semeadura em meio
de extrato de malte, em 3 dias a 25 °C, desenvolve células subglobulares, elipsdides
a cilindricas, reproduzindo-se por gemulacédo, e se dispde sozinha, em pares, € as
vezes em pequenas cadeias. Um pseudomicélio € sempre formado em menor ou
maior extensdo. Um sedimento é produzido assim como também ocasionalmente
um leve anel. Ela fermenta glicose, galactose, sacarose, rafinose e inulina. Também
assimila compostos de carbono da galactose, sacarose, celobiose, lactose, rafinose,
xilose, entre outros. Nao assimila nitratos, e ndo se desenvolve em meio com
auséncia de vitaminas. Cresce a 37 °C (KURZMAN e FELL, 1998). Em cultivos
tipicos de Kluyveromyces, altas densidades celulares sdo atingidas e o oxigénio &
sempre o principal fator limitante do crescimento (PINHEIRO et al., 2000).

YAZGAN e OZCENGIZ (1994) relataram que a espécie S. cerevisiae é
significativamente menos efetiva do que a K. marxianus na biosor¢gdo de muitos
metais. Esta ultima demonstrou ser uma das espécies de levedura mais
promissoras, ao acumular 90% do metal prata presente no meio, assim como 60%

dos teores de cobre e cadmio. Uma analise posterior das proteinas destes
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microrganismos que sofreram a exposi¢do aos metais mostrou uma alta produgao

de metalotioneinas pelo K. marxianus.

2.3.4.3 Género Pichia

A espécie Pichia guilliermondii, quando semeada em meio agar de extrato de
malte a 5%, apos trés dias a 25 °C, apresenta células que podem ser de ovais a
alongadas, e que aparecem sozinhas, em pares, ou em cadeias pequenas. Ela
fermenta os seguintes agucares: glicose, sacarose, rafinose e trealose. Além disso,
possui a capacidade de assimilar compostos de carbono proveniente de galactose,
sacarose, maltose, celobiose, trealose, rafinose, xilose, entre outros. Nao assimila
nitratos, e ndo se desenvolve em meio com auséncia de vitaminas. Cresce a 37 °C
(KURZMAN e FELL, 1998). Esta espécie € destacada por CHOI e PARK (1999)
como sendo uma levedura osmotolerante, e apresentou a maior taxa de crescimento
e teve o maior crescimento total, entre as quatro espécies estudadas pelos
pesquisadores. Seu maximo crescimento celular foi obtido a 30 °C, e nao foi
influenciado por concentragdes de até 12% de cloreto de sodio.

A espécie P. guilliermondii € conhecida como sendo osmotolerante (BAPTISTA
et al., 2004; CHOI e PARK, 1999). Também existem relatos na literatura do uso
desta espécie como um microrganismo antagonista no controle biolégico de doengas
fungicas de pdés-colheita em frutas (DROBY et al.,, 1993; BAPTISTA et al., 2004;
SALIGKARIAS et al., 2002).

Ja a Pichia pastoris € uma levedura metilotréfica, que tem se mostrado um
microrganismo interessante na produgdo de alta concentracdo de proteinas tanto
secretadas como intracelulares. Tem potencial para alta expressao, possui secrecao
eficiente e crescimento até altas densidades celulares (CHAUHAN et al., 1999). Esta
cepa, apos semeadura em meio agar extrato de malte a 5%, em 3 dias a 25 °C,
desenvolve células esféricas a ovais, e se dispde sozinha ou em pares. Ela somente
fermenta a glicose, assimila compostos de carbono da trealose, ramnose, manitol e
acido succinico. Nao assimila nitratos, e ndo se desenvolve em meio com auséncia
de vitaminas. Cresce a 37 °C (KURZMAN e FELL, 1998).

Em comparagdo com o S. cerevisiae, 0 género Pichia pode ter algumas
vantagens na (glicosilagdo das proteinas secretadas, e consequentemente na
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producédo de proteinas, ja que a Pichia nao realiza a hiperglicosilagdo em muitas
ocasides. Como consequéncia, o comprimento das cadeias de oligossacarideos
adicionadas apo6s a transducdo das proteinas € muito menor do que daquelas
presentes no S. cerevisiae (CHOI e PARK, 1999).

2.4 PRODUGAO DE SUPLEMENTOS ALIMENTARES DE ZINCO ORGANICO

241 Legislagcao

A seguranga do uso de produtos de origem microbiana para alimentagao animal
e humana depende da selecdo dos microrganismos, do substrato, do processo, e
das caracteristicas do microrganismo. Os pré-requisitos para a aprovagdo de
proteinas com fins alimentares podem ser classificados conforme a espécie. Se a
proteina for utilizada na alimentagdo animal, deve-se comprovar a seguranga da
espécie utilizada, dos substratos, dos produtos e o valor nutricional adequado. Ja
para o consumo humano, € preciso observar todos os pontos acima especificados,
além da auséncia de mutagenicidade, teratogenicidade, minima alergenicidade,
caracteristicas organolépticas e/ou funcionais, e aceitabilidade cultural.

O Ministério da Agricultura, em 2003, estabeleceu a Portaria n. 384, que
dispde, além da definicdo de aditivos para uso em alimentos para animais, as
diretrizes e procedimentos para o uso seguro dos aditivos na alimentagdo dos
animais, para o homem, os animais e o meio ambiente, de forma que nao induzam
ao erro o usuario, que nao afetem negativamente as caracteristicas distintas do
produto, e que tenham sido objeto de um registro de acordo com as evidéncias
cientificas aplicaveis a seguranga dos alimentos (MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2004).

O Ministério da Saude (MS) definiu que os suplementos, tanto vitaminicos
quanto minerais, sdo alimentos que servem para complementar a dieta diaria de
uma pessoa saudavel, nos casos em que a ingestdo desses nutrientes, a partir da
alimentagdo, seja insuficiente. Nos suplementos, cada nutriente deve conter um
minimo de 25% e no maximo até 100% da Ingest&do Diaria Recomendada (IDR), na
porcao diaria indicada pelo fabricante, ndo podendo substituir os alimentos, nem ser
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considerado como componente exclusivo da dieta. Sdo considerados suplementos:
vitaminas isoladas ou associadas entre si, minerais isolados ou associados entre si,
associacgdes de vitaminas com minerais e produtos fontes naturais de vitaminas e ou
minerais, legalmente regulamentados em conformidade com a legislagcéo pertinente
(ANVISA, 1998).

A Association of American Feed Control Officials € um &érgdo que regula a
qualidade e a seguranga de produtos para a alimentacdo de animais nos Estados
Unidos, oferecendo padrdes para a fabricagdo, distribuicdo e venda de dietas
animais (AAFCO, 2000). Ela estabeleceu a seguinte definicAo de minerais
organicos: “sdao ions metalicos ligados quimicamente a uma molécula orgénica,
formando estruturas com caracteristicas unicas de estabilidade e alta disponibilidade

mineral”.

2.4.2 Producao de Single Cell Protein (SCP)

O uso de microrganismos com interesses nutricionais na alimentagdo teve
inicio no final da 22. Guerra Mundial, e os alemaes foram os pioneiros na aplicacao
de leveduras na alimentagdo animal e humana. Este produto foi chamado de Single
Cell Protein (SCP), que se refere a producéo de proteinas unicelulares.

Microrganismos como algas (Spirulina, Chlorella, Laminaria, Rhodymenia),
bactérias (Lactobacillus, Cellulomonas, Alcaligenes), leveduras (Saccharomyces,
Candida, Kluyveromyces, Pichia, Torulopsis) e fungos (Aspergillus, Penicillium) s&o
considerados como fontes de proteina. Entre as espécies de leveduras, S.
cerevisiae e C. utilis sdao amplamente utilizadas para o consumo humano
(BEKATOROU et al., 2006).

A aceitabilidade de um microrganismo em particular para o uso na alimentagao
humana e animal depende de seu valor nutricional e sua seguranga (incluindo o teor
de acidos nucléicos, presenga de toxinas e compostos residuais indesejaveis)
(BEKATOROU et al., 2006).

As inumeras vantagens para o uso de microrganismos na produc¢ao de SCP,
quando comparadas com fontes habituais de proteina (como a carne ou a soja) sédo
conhecidas. Os microrganismos possuem alto teor de proteinas e elevada
velocidade de crescimento, o que leva a uma rapida produgao de biomassa, sendo
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que esta pode ser continua e independe das condi¢des do ambiente (BEKATOROU
et al., 20006).

O microrganismo ideal para a produgao de SCP deve possuir uma série de
caracteristicas tecnoldgicas, entre elas: alta taxa de crescimento especifico e
rendimento de biomassa; alta afinidade pelo substrato; poucas necessidades
nutricionais; habilidade em desenvolver alta densidade celular; capacidade para
modificagdes genéticas; uma composi¢cdo balanceada de proteinas e lipideos e
baixo teor de acidos nucléicos; boa digestibilidade; e atoxicidade.

2.4.3 Metais Organicos

Os minerais trago tém sido tradicionalmente adicionados a dietas de animais na
forma inorgénica, isto €, na forma de sais inorganicos. Entretanto, nos ultimos anos,
tem crescido o interesse na alimentacdo com minerais trago de origem orgéanica.
Minerais organicos sdo combinagbes de um ou mais minerais com substancias
organicas, como por exemplo, um ou mais aminoacidos, carboidratos ou até mesmo
proteinas.

Este interesse tem sido estimulado por pesquisas que demonstram uma
melhora no crescimento, reproducdo e sanidade dos animais alimentados com
minerais organicos (SPEARS, 1996). Entre os motivos da melhor atividade dos
metais organicos estdo: sua absorgdo pelo organismo préxima a 100%; alta
estabilidade; alta disponibilidade biolégica; maior tolerancia do organismo animal ao
metal, ou seja, € menos toxico; auséncia de problemas de interagdes com outros
macro e microminerais da dieta, o que pode acarretar na insolubilizagcdo de parte
dos minerais; auséncia de problemas de interagcbes com outros nutrientes da dieta,
como gordura e fibras, que podem formar ligagdes indesejaveis com os metais
(BARUSELLI, 2005).

Suplementos de minerais trago organicos comercialmente disponiveis variam
de acordo com o tipo de ligante ou ligantes utilizados na forma de metal complexado
ou quelado. A classificacdo estabelecida pela AAFCO para os varios tipos de

produtos de minerais organicos ¢€ ilustrada na tabela 3.
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TABELA 3 — DEFINICOES DOS PRODUTOS DE MINERAIS ORGANICOS DE ACORDO
COM A ASSOCIAGAO AMERICANA DE AUTORIDADES NO CONTROLE
DE ALIMENTOS PARA ANIMAIS

Produto organico mineral | Definigdo

Complexos

Complexo metal - aminoacido | O produto resultante da complexagao de um sal metalico
soluvel com um ou mais aminoacidos

Complexo metal — aminoacido | O produto resultante da complexagao de um sal metalico

especifico soluvel com um aminoacido especifico

Complexo metal - O produto resultante da complexagao de um sal metalico

polissacarideo soluvel com uma solucdo do polissacarideo ingrediente
do complexo do metal especifico

Quelatos |

Quelato metal-aminoacido O produto resultante da reacdo de ion metalico de um

sal metalico soluvel com aminoacidos com uma razéo
molar de um mol de metal para um a trés
(preferencialmente dois) moles de aminoacidos para
formar ligagbes covalentes coordenadas. O peso
molecular médio do aminoacido hidrolisado deve ser de
aproximadamente 150 daltons e o peso molecular
resultante do quelante nao deve exceder 800 daltons.

Metal proteinato O produto resultante de uma quelagdo de um sal soluvel
com aminoacidos e/ou proteina parcialmente hidrolisada.

FONTE: AAFCO, 2000

Na figura 4, é possivel visualizar a diferenga entre as estruturas do complexo

zinco aminoacido e do quelato zinco aminoacido.
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FIGURA 4 — DIFERENGCA ESTRUTURAL ENTRE UM COMPLEXO ZINCO AMINOACIDO E
UM QUELATO ZINCO AMINOACIDO
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FONTE: ALBION LABORATORIES, 2000.

Os complexos e os quelatos formados sdo estaveis no trato digestorio, e estao
assim protegidos da formagdo de complexos com outros componentes da dieta que
irlam de outra forma inibir sua absor¢do. No metabolismo animal, os elementos trago
ocorrem e funcionam na forma de complexos orgénicos, ou de quelatos orgénicos, e
nao como ions inorganicos livres. Além disso, a utilizacdo de minerais trago depende
da habilidade do animal em converté-los para formas organicas biologicamente
ativas. Os minerais tragco presentes naturalmente na alimentacdo também existem

primariamente como quelatos ou complexos organicos (USHIDA et al., 2001).

2.4.4 Opcoes de organismos para a producao de suplementos alimentares de

zinco organico

A alta capacidade de ligagao a metais e a capacidade de acumulo dos mesmos
por uma ampla variedade de organismos tem sido apresentada na literatura, como

pode ser observado na Tabela 4. Entre eles estdo as algas marinhas (AHUJA et al.,
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1999), as bactérias (MATTUSCHKA e STRAUBE, 1993; MAMERIN et al., 1999) as
leveduras (KROGH et al., 1998; AKAR e TUNALI, 2005), e fungos (GALUN et al.,
1987; PURANIK e PAKNIKAR, 1997; IQBAL e EDYVEAN, 2004; BAIK et al., 2002).
E importante ressaltar que todos estes microrganismos sdo utilizados na produgado
de biomassa, sendo considerados fontes de proteinas (ver tabela 4).

TABELA 4 - ACUMULO DE ZINCO PELA BIOMASSA DE VARIOS ORGANISMOS
CITADOS PELA LITERATURA

Organismo Processo de Concentragao de Bibliografia
estudado Incorporagéao Zinco (mg kg’
Peso Seco de
Biomassa)
Cianobactérias
O. anguistissima | Adsorgéo | 641.000 | AHUJA et al., 1999
Fungos
P. digitatum Adsorcao 9.700 GALUN et al., 1987
S. cinnamoneum Adsorcéao 21.300 PURANIK e
PAKNIKAR, 1997
P. chrysosporium Adsorcéao 50.900 IQBAL e EDYVEAN,
2004
M. rouxii / Adsorgao 34.580 BAIK et al., 2002
Tratamento com
NaOH
R. oryzae / Adsorgao 35.880 BAIK et al., 2002
Tratamento com
NaOH
Bactérias
S. noursei Adsorcéao 1.600 MATTUSCHKA e
STRAUBE, 1993
S. rimozus / Adsorcéao 80.000 MAMERIN et al.,
Tratamento com 1999
NaOH
Leveduras
B. cinerea Adsorcao 12.980 AKAR e TUNALI,
2005
A. pullulans Adsorgao/Absorgao 104 KROGH et al., 1998
S. cerevisiae Adsorgao/Absorgao 700 STEHLIK-THOMAS
et al., 2004
Plantas
S. townsendii Adsorcao 36.000 DOYLE e OTTE,
1997
A. portulacoides Adsorcao 190.000 DOYLE e OTTE,
1997
Folhas de T. grandis Adsorcéao 16.420 PRASANNA KUMAR
et al., 2006
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2441 Produgdo de suplementos alimentares de zinco orgénico utilizando a

fermentacgao liquida de leveduras

As leveduras sdo conhecidas por sua habilidade em acumular metais de
solucbes aquosas através de interagdes fisico-quimicas, como a adsor¢ao e a
absorcao, ou de mecanismos dependentes do metabolismo. A célula da levedura
com sua complexa parede celular representa um sitio adicional de adsor¢do em
relacdo as células desprovidas de parede (GADD, 1990). Este processo depende da
disponibilidade de grupos funcionais na superficie da célula e da natureza do metal.
Entre os fatores que influenciam na seletividade da captura do metal estdo a
concentragédo de ions livres, a eletronegatividade do ligante, o cation metalico, e a
carga do ligante.

A estrutura da parede celular e o estado metabdlico da célula dependem da
composi¢do do substrato, logo o crescimento em diferentes meios € influenciado
pela capacidade e seletividade da captura do metal. Estas caracteristicas podem ser
potencializadas através da criagdo de novos sitios de ligacdo ou de variados
sistemas enzimaticos no interior da célula (ENGL e KUNZ, 1995).

A levedura S. cerevisiae € um poderoso modelo na investigagdo dos
mecanismos de captura de metais. Seu sistema de transporte consiste em
transportadores de baixa e alta afinidade. Os transportadores de alta afinidade s&o
seletivos para seus metais alvo e s&o finamente regulados de acordo com o metal
desejado. Ja os transportadores de baixa afinidade tém baixa participacdo na
reposicao das necessidades dos metais e sdo menos seletivos com relagdo aos
metais a serem transportados (RADISKY e KAPALN, 1999). S. cerevisiae possui
multiplos transportadores de zinco que permitem a absor¢cdao deste metal
(GAUDREAU et al., 2001).

Um aspecto pertinente a captura do metal zinco por leveduras € que este
mecanismo, como para qualquer ion metalico sozinho, é mediado por dois ou mais
sistemas substrato especificos. A razédo para este fato ainda é desconhecida (EIDE,
1997).

A homeostase do zinco em leveduras, ilustrada na figura 5, é realizada através
dos transportadores de membrana Zrt1p e Zrt2p. Uma vez dentro do citoplasma, o

metal se liga as metaloproteinas ou é transportado para as organelas, como as
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mitocondrias. Em células com alta concentracdo de zinco em seu interior, os
transportadores Zrc1p e Cot1p transportam o zinco para o interior dos vacuolos,
onde ele € armazenado em uma forma menos toxica. O fator de transcricdo Zap1p €
reprimido por uma concentragao intracelular de zinco labil. Quando o zinco se torna
limitante, a atividade de Zap1p aumenta a transcricdo dos genes dos
transportadores ZRT1, ZRT2 e ZRT3. A expressao intensificada do transportador
Zrt3p mobiliza o transporte do zinco presente nos vacuolos para o citoplasma para
abastecer a quantidade de zinco labil. Paradoxalmente, o gene ZRC1 é também
induzido pelo Zap1p, o que sugere uma necessidade na manutengao do fluxo de
zinco através dos vacuolos em células com limitagdo de zinco. Se o nivel de zinco
celular aumentar até niveis extremamente altos, ou seja, quando células com
deficiéncia neste metal forem expostas a altas concentragcbes do mesmo, o0 zinco
intracelular ira sinalizar a endocitose dos transportadores Zrt1p e Zrt2p. Estas
proteinas sdo subsequentemente degradadas no vacuolo. Logo, a homeostase do
zinco representa um balango entre estes sistemas de regulagdo da transcricdo e
pos-translacdo e as proteinas transportadoras que eles controlam (GITAN et al.,
1998).

FIGURA 5 - HOMEOSTASE DO ZINCO EM LEVEDURAS

Zinco
armazenado

Metaloproteinas e outras
organelas

Vacuolo

FONTE: MACDIARMID et al., 2007.
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De acordo com BRADY e DUNCAN (1994), as leveduras acumulam metais
através de dois processos distintos. No primeiro, existe uma rapida etapa inicial de
acumulo que é independente do metabolismo e de temperatura, e esta relacionada
com a ligagc&o dos cations na superficie da parede celular. Os metais sao retidos na
parede celular e subsequentemente adsorvidos em sitios de ligagdo anibnicos
presentes na estrutura da célula. Este processo de captura é independente do ciclo
metabdlico bioldgico, e € conhecido como biosor¢do ou “captura passiva”. A
biosorcdo € reversivel, e tem como vantagem a desor¢do dos metais ligados
(VOLESKY e MAY-PHILIPS, 1995; YAZGAN e OZCENGIZ, 1994; GAUDREAU et
al.,, 2001). VOLESKY e MAY-PHILLIPS (1995) sugeriram que as diferengcas na
capacidade da ligacdo de metais na superficie do microrganismo devem-se as
diferengas na estrutura da parede celular.

Esta etapa pode ser seguida por um segundo processo, que é dependente do
metabolismo do microrganismo, é mais lento, e pode acumular quantidades maiores
de cations do que o primeiro processo (BRADY e DUNCAN, 1994). Os metais
atravessam a membrana celular, penetrando no interior da célula, através do ciclo
metabdlico da mesma. Este processo de captura do metal € conhecido como
absorcgao ou “captura ativa”.

Quando o metal é capturado tanto de forma passiva como ativa pelo
microrganismo, este processo é chamado de bioacumulagdo (VOLESKY e MAY-
PHILIPS, 1995). BRADY e DUNCAN (1994) demonstraram que somente quando a
maioria dos sitios de ligagédo anidnicos, presentes na parede celular, esta ocupada, é
gue se inicia o processo de acumulo do cation do metal no interior da célula de S.
cerevisiae.

A maioria dos metais intracelulares encontra-se ligado a grénulos de polifosfato
localizados no interior da célula, localizados dentro ou proximos de vacuolos, ou
ligados a proteinas de baixo peso molecular, conhecidas como metaloproteinas e
fitoquelatinas (VOLESKY e MAY-PHILIPS, 1995; YAZGAN e OZCENGIZ, 1994;
GUERINOT e EIDE, 1999). KSHEMINSKA et al. (2005) demonstraram a formagéao
de estruturas similares no interior da célula e o aparecimento de granulos de
coloragdo escura encontrados em regiées conhecidas como vacuolos, quando
estudada a bioacumulacdo de cromo pela cepa P. guilliermondii ATCC 201911,

através de microscopia eletronica.



28

A maioria dos estudos onde ocorre a absor¢gdo de metais utilizando
microrganismos na etapa de crescimento descreve o processo como sendo bifasico,
isto é, uma fase inicial rapida de biosorgéo, seguida por uma etapa mais lenta, ativa
e dependente do metabolismo, que é a absor¢cdo (MALIK, 2004).

Apesar do alto poder de biosor¢cdo de varios tipos de biomassa microbiana
morta/pré-tratada ter sido relatado, sua aplicabilidade ainda deve ser testada. Os
métodos de biosorgcdo sdo sensiveis a condigdes do ambiente, como pH, forca
ibnica e a presenga de ligantes organicos e inorganicos. Na maioria dos estudos
onde se utilizou biomassa morta de microrganismos para o acumulo de metais,
estes ndo foram levados até o interior da célula; ficando adsorvidos na superficie da
célula, e assim, apenas uma pequena fragdo da capacidade de bioacumulagao do
cation do metal foi explorada (MALIK, 2004).

Ja a aplicacao de células ativas e em crescimento pode ser uma melhor opg¢ao,
devido ao seu sequestro continuo metabdlico de metais apds a adsorgao fisica; e ao
seu potencial na otimizagao, através do desenvolvimento de espécies resistentes e
modificagao da superficie celular. Além disso, as células metabolicamente ativas que
se encontram na fase de crescimento exponencial provavelmente apresentam uma
alta concentracédo de enzimas, sendo que algumas delas podem estar envolvidas na
complexacao e ligagao de ions metalicos (KRAUTER et al., 1996).

Apesar disso, existem limitagdes praticas para a captura de metais utilizando
células vivas, como a sensibilidade do sistema a pHs extremos, altas concentracdes
de metal/sal, e necessidades de energéticas supridas por fontes externas. Apesar
disso, estes problemas podem ser resolvidos através da selecdo de cepas e da
exploragdo de residuos orgénicos, como as fontes de carbono (RADISKY e
KAPALN, 1999).

Os metais de transicdo sdo essenciais na fungdo de muitas proteinas, tanto
pelo fato de facilitarem as reagdes redox como também por estabilizarem a estrutura
da proteina. Para adequar-se as necessidades por estes metais, as células possuem
numerosos mecanismos para a solubilizagdo e captura de metais do meio
extracelular. As células devem, entretanto, simultaneamente proteger a si mesmas
dos danos inerentes na versatilidade destes metais, pois as reagdes redox podem
produzir radicais livres téxicos se as concentracbes do metal no ambiente
intracelular ndo forem cuidadosamente reguladas (RADISKY e KAPALN, 1999).
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A chave para a maioria das interagdes entre metal e microrganismo, e para o
desenvolvimento de processos, esta na resisténcia do microrganismo ao metal. Ele
reage com o metal, é resistente ao mesmo, e, além disso, mantém todas as suas
atividades metabdlicas. Pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de se
encontrar uma explicagdo genética para o fendbmeno da resisténcia dos
microrganismos aos metais. O ponto focado € a analise das cargas cromossémica e
extra-cromossOmica, as quais possuem uma relagdo direta com a resisténcia a
metais (AGATE, 2003).

O isolamento e selecido de cepas resistentes ao metal € uma etapa crucial para
superar a principal barreira do uso de células vivas. Incidentalmente, os
microrganismos mais resistentes ligam-se substancialmente a uma maior quantidade
de metal, o que €& um pré-requisito para aumentar a bioprecipitacdo/acumulo
intracelular e o desenvolvimento de um processo eficiente. E importante garantir que
as células em crescimento possam manter uma capacidade constante de remocgao
apo6s multiplos ciclos de bioacumulagao/desorgéo (MALIK, 2004).

Uma forma de tornar um microrganismo mais resistente e eficiente ao acumulo
de metais € através da adaptagdo de suas células ao aumento progressivo de
concentragbes maiores de metal (DONMEZ e AKSU, 1999). DONMEZ e AKSU
(2001) adaptaram cepas de Candida, isoladas do ambiente, para os metais niquel e
cobre, através de subculturas seriadas em meios de cultivo enriquecidos com estes
metais. As células adaptadas cresceram bem na presenca de altas concentracdes
do metal, enquanto que as ndo adaptadas morreram. Além disso, as capacidades
especificas de retencdo do metal e de remocdo das células adaptadas foram
maiores do que a das ndo adaptadas em todas as concentracdes testadas.

2.4.4.1.1 Fatores que influenciam no acumulo do zinco pelas leveduras

O acumulo de metais por leveduras € influenciado por uma série de fatores,
como as propriedades fisico-quimicas do metal; a fisiologia da célula; e as condigbes
do ambiente, como pH e temperatura. Além disso, a internalizacdo depende de
metabolismo dos ions metalicos, e pode ser influenciada pela presenca de cations
de metais competidores, ou pela falta de fonte energética (STOLL e DUNCAN,
1996).
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244111 Metais

Existem poucos relatos de estudos sobre a relacdo entre os diferentes
mecanismos e/ou niveis relativos de captura de metal ou toxicidade com as
caracteristicas quimicas dos metais estudados. Os metais pesados, que sao
geralmente ndo toxicos e sdo macronutrientes essenciais para o crescimento dos
microrganismos, ligam-se geralmente a ligantes (duros) contendo oxigénio,
enquanto que os metais leves, que frequentemente oferecem maior toxicidade,
formam ligagcdes mais estaveis com ligantes contendo nitrogénio ou enxofre (AVERY
e TOBIN, 1993).

A série de Irving-Williams é [Mn(ll) < Fe(ll) < Co (II) < Ni (Il) < Cu(ll) > Zn (I1)], é
derivada das constantes de estabilidade dos metais de transicdo com ligantes de
nitrogénio doadores e esta frequentemente relacionada com a adsor¢do de metais
em microrganismos (AVERY e TOBIN, 1993). Logo, a constante de formagao de
complexos com cations de metais de transicdo divalentes com ligantes doadores de
nitrogénio aumenta de acordo com esta série (HUGUES e POOLE, 1991).

24.41.1.2 pH

BRADY e DUNCAN (1994) demonstraram que a captura de ions divalentes
pela S. cerevisiae é significativamente reduzida abaixo do pH 5,0. Um baixo pH pode
aumentar a mobilidade do metal, enquanto que em pHs préximos ou acima da
neutralidade, existe a tendéncia de formacdao de éxidos insoluveis, hidroxidos e
carbonatos.

Durante o processo de biosor¢do pode ocorrer uma mudanga espontanea de
pH, a qual afeta a captura do metal pelo microrganismo. O controle de pH
necessario ou solucido tampao pode afetar assim, a absor¢do. Os aditivos de
controle do pH devem ser cuidadosamente selecionados, de forma que nao
interfiram na biosorgao do metal (VOLESKY e MAY-PHILLIPS, 1995).

Em estudos realizados com a biomassa morta de Rhizopus arrhizus, a
incorporagdo do zinco pela biomassa gerou uma diminuicdo do pH da solugéo
externa. Estas mudancas de pH podem ser explicadas pelo fenbmeno de troca

ibnica. Ja que a superficie da célula do microrganismo €& anidnica, ela esta
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provavelmente rodeada por ions de hidrogénio e, neste caso de ligagao, estes sao
repostos por metais cations, resultando na acidificagdo do meio externo (GADD e
MOWLL, 1983).

2.4.4.1.1.3 Nitrogénio Organico

O extrato de levedura € rico em fonte de nitrogénio organico, e
consequentemente, de aminoacidos. Entre os aminoacidos mais abundantes estdo a
treonina, a valina, a isoleucina, a fenilalanina, a tirosina e a lisina. A presencga desta
substancia no meio de cultivo ira possibilitar um aumento na ligacdo do zinco com
aminoacidos provenientes do extrato de levedura, influenciando diretamente no
aumento da concentragdo do zinco organico (SANTUCCI et al., 2003).

Grupos enxofre sdo conhecidos como fortes ligantes de complexos de metais
pesados, e a adicdo de cisteina ao meio de cultivo aumenta a capacidade de
biosorcdo da biomassa de S. cerevisiae para alguns metais (ENGL e KUNZ,1995).

2.4.4.1.2 A Biomassa de levedura como fonte de zinco orgénico

As leveduras estdo recebendo maior atencdo por parte dos pesquisadores
devido aos beneficios nutricionais fornecidos aos animais e ser humano. A utilizacao
da biomassa de levedura & bastante variada, podendo ser desde alguns de seus
componentes até o seu aproveitamento integral, sendo que para isso, diferentes
técnicas podem ser empregadas. O concentrado protéico e a levedura seca sao as
duas principais formas de aplicacdo da biomassa.

Sendo assim, as leveduras, crescendo em meio contendo uma elevada
quantidade de cations metalicos, podem acumular esses metais em suas células
(VOLESKY, 1990). Esse fenbmeno pode ser utilizado na preparagao de ingredientes
de alimentos pobres em micronutrientes (HALASZ e LASZITTY, 1991).

Devido a sua habilidade em incorporar metais em sua célula, o uso da
biomassa de levedura esta aumentando muito como um veiculo de entrega de
metais em uma série de suplementos. O enriquecimento de metais em leveduras é

obtido pela inclusdo de um sal inorganico do metal desejado no meio de cultivo,
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seguido por um processo de aquecimento para cessar o0 crescimento do
microrganismo e inibir sua atividade enzimatica. O metal € incorporado as leveduras
por uma série de vias, incluindo a producdo de metaloproteinas (inclusive as
metalotioneinas), mineralizagdo e o sequestro por vacuolos (SHOEIB e MESTER,
2007).

Entre as espécies de leveduras citadas pela literatura como bioacumuladoras
de metais estdo Saccharomyces cerevisiae, Kluyveromyces marxianus,
Schizosaccharomyces pombe e Candida spp (MALIK, 2004).

Varios subprodutos da industria de alimentos e da agricultura tém sido
propostos na produgdo de biomassa de levedura com grau alimenticio. Espécies
como a Candida, Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Rhodotorula, sozinhas ou
em culturas mistas com outras leveduras, tém sido cultivadas em aguas residuais de
processo, hidrolisados e polpas, em residuos lacteos, em residuos da industria
sucroalcooleira e da pesca (BEKATOROU et al., 2006).

O zinco ligado a leveduras € muito usado em dietas de animais e humanos em
paises pobres. As culturas de Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis sao
frequentemente usadas na alimentacdo de gado, especialmente se enriquecidas

com zinco, selénio, cromo e magnésio (DOBRANSKI et al., 2003).

2.4.4.1.2.1 Aspectos nutricionais

A biomassa de levedura pode ser usada na alimentagdo humana e animal, sob
varias formas. Ela apresenta elevado valor nutritivo e baixo custo de produgao
(ALVIM et al., 2002). Ela pode ser consumida diretamente como alimento ou aditivo
de alimentos, pois é composta de 45 a 65% de proteina, sendo considerada uma
boa fonte protéica ndo-convencional (PACHECO, 1996a; SGARBIERI et al., 1999).

Apesar disso, existem alguns fatores que limitam sua utilizagdo em alimentos
para humanos como a indigestibilidade da parede celular, o que reduz a
biodisponibilidade das proteinas; e o elevado teor de acidos nucléicos,
principalmente RNA, indesejavel para o consumo humano (PACHECO, 19964;
ASSIS, 1996; VILELA et al.,, 2000). Por estas razdes, € importante o
desenvolvimento de métodos de processamento da biomassa, os quais permitam

minimizar os problemas mencionados.
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A composicdo aminoacidica da proteina de levedura pode ser utilizada como
um parametro inicial para avaliagao do valor nutricional das proteinas em geral. A
proteina é considerada de bom valor nutricional quando sua composi¢cdo de
aminoacidos essenciais apresenta-se na quantidade adequada e equilibrada. Sua
composicao deve se aproximar dos valores recomendados pelo padrdo de
referéncia da Food and Agriculture Organization/World Health
Organization/Organizacdo das Nagdes Unidas (FAO/MWHO/ONU, 1985; HENLEY e
KUSTER, 1994). A composicdo aminoacidica da proteina de levedura &€ bem
balanceada, como pode ser observado na tabela 5.

TABELA 5 — COMPOSIGAO EM AMINOACIDOS ESSENCIAIS DA CELULA iNTEGRA DE
LEVEDURA DE CERVEJA, COMPARADO AO ISOLADO PROTEICO DE
SOJA E PADRAO DE REFERENCIA DA FAO/WHO/ONU.

Aminoacidos Levedura de Isolado Protéico Padrao
(g/100g Proteina) Cerveja* de Soja** Referéncia***
Isoleucina 5,3 4,9 2,8
Leucina 7,8 8,2 6,6
Lisina 7,8 6,3 5,8
Metionina + Cistina 2,5 2,6 2,5
Fenilalanina + Tirosina 8,8 9,0 6,3
Treonina 5,4 3,8 3,4
Triptofano 1,3 1,3 1,1
Valina 5,8 5,0 3,4
Histidina 2,0 2,6 1,9

* PACHECO, 1996a
** HENLEY e KUSTER, 1994
*** FAO/MWHO/ONU, 1985

Destaca-se o fato de as leveduras apresentarem alto teor de lisina e leucina, e
teores adequados de treonina e triptofano. Embora o perfil aminoacidico ndo seja
comparavel a proteinas de origem animal, ele se iguala as melhores proteinas de
origem vegetal como a soja (PACHECO, 1996b). Segundo VILELA et al. (2000), de
todas as leveduras, a do género Saccharomyces é a de maior valor industrial e
comercial, devido ao seu alto teor de lisina.

Os carboidratos representam 45 a 55% do peso da levedura, sendo
representados em média por 33% de trealose, 27% de glucanos, 21% de mananas e
12% de glicogénio. As suplementagbes com minerais no inicio da fermentacao

alcoolica podem alterar significativamente a composi¢cdo em minerais da levedura
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seca. Embora as leveduras sejam pesquisadas como fonte de proteina, ela pode ser
usada também como suplemento vitaminico, sendo fontes ricas das vitaminas do
complexo B e de ergosterol, o que a torna uma fonte de vitamina D (BUTOLO,
1996).

2.4.4.1.2.2 Aspectos Industriais

O uso de leveduras na producgao de proteinas é bastante difundido, pois estas
podem ser facilmente cultivadas, utilizando matérias primas baratas, e semeadas, ja
que possuem células de tamanho maior e a habilidade de floculagdo. Além disso,
contém menores quantidades de acidos nucléicos do que as bactérias
(BEKATOROU et al., 2006).

Segundo VILELA et al. (2000), foi demonstrado que isolados protéicos obtidos
a partir de células de levedura podem ter melhor qualidade nutricional do que as
células integras. Estas ultimas tém como desvantagem o seu conteudo maior de
acidos nucléicos, a presenga de componentes ativos indesejaveis, e o efeito
deletério da parede celular sobre a biodisponibilidade de nutrientes.

Para a extracdo da proteina intracelular faz-se necessario o rompimento da
parede, um invoélucro resistente, que representa aproximadamente 30% do peso

seco. Os métodos mais utilizados para o rompimento celular sao:

. Tratamento enzimatico: lise enzimatica ou inibicdo da sintese da parede
celular;

. Tratamento quimico: alcalis, solventes, detergentes, acidos;

. Tratamento ndo mecanico ou fisico: choque osmotico, congelamento e
descongelamento, aquecimento, secagem;

. Tratamento mecanico: homogeneizador de alta pressao, moinho de bolas,
prensa francesa e ultra-som. (PESSOA JUNIOR e KILIKIAN, 2005).

Quando a parede é tratada com um alcali fraco ou certas enzimas digestivas,
sdo obtidas fragcbes macromoleculares e fragmentos da parede celular. No caso de
hidrolise com acidos fortes, sdo obtidos glicose, manose, glucosamina, aminoacidos,
fosfatos e lipidios (ASSIS, 1996).
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O conteudo de acidos nucléicos é elevado tanto na biomassa como na proteina
concentrada. A proteina de levedura concentrada sem o uso de reagentes quimicos
ou tratamento enzimatico apresenta-se complexada com o acido ribonucléico (RNA)
que se precipita junto a proteina, compondo cerca de 15% da célula (PACHECO,
1996a).

A preocupacao em reduzir o conteudo de RNA se deve ao fato de que primatas
superiores e humanos ndo possuem a enzima uricase que degrada o acido urico,
produto final do metabolismo dos acidos nucléicos, especialmente do RNA, e que
pode gerar disturbios metabdlicos (PACHECO, 1996a). A ingestdo de células de
leveduras acima de 30 g, ou de acidos nucléicos acima de 2 g/dia, por humanos,
pode elevar exageradamente a concentracdo de uratos no sangue e nos tecidos,

resultando em calculos renais e/ou gota (SGARBIERI et al., 1999).

2.4.4.1.3 Utilizagdo da levedura na alimentag&o animal

A especificagdo de levedura seca para ragao animal possui como requisitos de
qualidade os seguintes pontos: umidade maxima (8,0%), proteina bruta minima (35
a 40%), cor (consistente-clara), pH (maior que 5,0), sabor (caracteristico — acidez),
cheiro (caracteristico). Além disso, deve ser isenta de aflatoxinas e carunchos, ter
granulometria de 30 mesh, e ser embalada em polietileno com duas camadas de
papel kraft (LEIMER, 2005).

Um dos grandes beneficios dos minerais organicos esta relacionado a sua
maior biodisponibilidade. A biodisponibilidade do mineral, ou seja, a fragdo do
mineral que realmente é absorvida e utilizada pelo animal, varia de acordo com o
tipo da fonte mineral e também entre as diferentes espécies animais.

O fato de os minerais organicos nao interagirem com outros minerais e
sofrerem menor influéncia dentro do trato digestivo, os coloca em vantagem frente
as fontes de minerais convencionais, na forma de sais inorganicos. Ligados a uma
molécula organica, normalmente aminoacidos ou peptideos, os minerais orgénicos
usam as vias de absorgdo dessas moléculas. Isto faz com que eles ndo tenham

problemas de intera¢gdes com outros minerais (MCDOWELL, 1992).
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Nos mamiferos, a absor¢do de zinco ocorre em uma pequena por¢ao do
intestino através de dois mecanismos: transporte ativo e passivo. O transporte ativo
€ saturavel em altas concentracbes do metal no lumen do intestino, e sua eficiéncia
aumenta durante periodos de baixa digestdo. Ao contrario, o transporte passivo é
um mecanismo de difus&o, o qual é inalteravel durante o periodo de baixa ingestéao e
sua eficiéncia € proporcional a concentracdo de zinco no lumen. Existem muitos
fatores que podem modificar a absorgédo de zinco, e eles podem ser considerados
como ativadores (acido picolinico, vitamina Be, citrato, aminoacidos) ou inibidores
(acidos oxalico e fitico, fibras, selénio, ferro, calcio) deste processo (MCDOWELL,
1992).

Na forma orgénica, o zinco esta protegido do &acido cloridrico liberado no
estbmago, e passa para o duodeno, onde é facilmente absorvido pelas células da
mucosa, carregadas negativamente. Os receptores de absor¢do de aminoacidos
circundam as microvilosidades intestinais. Esses receptores sdo células altamente
capazes de absorver aminoacidos e estdo largamente distribuidos através das
paredes da mucosa duodenal. Os aminoacidos ou complexos sao absorvidos quase
que prontamente. A forma orgénica aumenta a absorg¢do global destes nutrientes
vitais na corrente sanguinea, tornando-os altamente biodisponiveis as necessidades
organicas e funcionais (MCDOWELL, 1992).

SPEARS (1989) relatou que ndo encontrou nenhuma diferenga no crescimento
de novilhos recebendo 6xido de zinco e o quelato de zinco com metionina, embora
houvesse a tendéncia a uma melhor resposta nesse ultimo tratamento. Porém em
outro estudo, SPEARS et al. (1991) perceberam que o peso corporal de bezerros
desmamados foi mais alto para os bezerros suplementados com zinco metionina do
que o de bezerros controle e o de bezerros que recebiam éxido de zinco.

KESSLER et al. (2003) demonstraram em um estudo com vacas em
crescimento que, com a suplementacado de zinco metionina, o desenvolvimento dos
animais melhorou consideravelmente, quando comparado com os tratamentos
realizados com o oxido de zinco. As melhoras percebidas nos animais destacam o
ganho de peso e a razédo de conversdo de alimentagdo nos primeiros 56 dias do
teste. Eles também observaram que, durante o periodo de 126 dias do experimento
completo, diferencas estatisticas aconteceram. Assim também, novilhos - em

crescimento e em periodo final de crescimento - suplementados com proteinato de
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zinco, quando comparados com a suplementacdo com o6xido de zinco, tenderam a
crescer mais rapido e a ingerir mais ragao.

A adigdo do zinco organico em dietas de bovinos aumentou o crescimento
(SPEARS, 1996), melhorou as caracteristicas da carcaca (SPEARS e KEGLEY,
2002) e as medidas da qualidade de cascos (KESSLER et al., 2003), quando
comparada com dados observados em animais tratados com uma dieta
suplementada com zinco inorgéanico.

Também foi observada uma maior absor¢cdo de zinco ligado a metionina,
quando comparada com a absorgdo de zinco inorganico, de cerca de trés vezes
maior, na alimentacdo de peixes (PARIPATANANONT e LOVELL, 1995).

2.4.4.2 Produgao de suplementos alimentares de zinco organico utilizando outros

processos

Além da produgao de metais organicos atraveés da adi¢do de sais do metal de
interesse ao meio de cultivo durante a fermentagdo liquida do microrganismo,
existem outras duas formas de fabricacdo deste produto, a biosor¢ao utilizando
biomassa morta e a sintese quimica.

A biosor¢cao € o processo que utiliza biomassa morta de baixo custo para
sequestrar metais, e é particularmente utii na remocdo de contaminantes de
efluentes industriais. Os biosorventes sdo preparados a partir de biomassa morta
abundante de algas, leveduras, fungos e bactérias, que por sua vez € pré-tratada
através de lavagem com acidos e/ou bases antes da secagem e granulacéo final.
Apesar da moagem da biomassa seca poder render particulas biosorventes
estaveis, alguns tipos de biomassa s&o imobilizados em uma matriz sintética
polimérica, e/ou sdo aplicadas em um material inorganico de suporte, como a silica,
de forma a formar particulas com as propriedades mecanicas necessarias
(KRATOCHVIL e VOLESKY, 1998).

O processo de sintese quimica pode ser utilizado tanto na producdo de
quelatos, como também na de complexos. Entre os dois produtos, o que possui

maior destaque comercial s&o os quelatos.
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A producdo de minerais quelatos utilizando processos fisico-quimicos é
conhecida como quelacdo. O quelato refere-se a um tipo especial de complexo
formado entre o ligante e o ion de metal. Para ser classificado como quelante, o
ligante ou agente quelante deve: 1) conter um minimo de dois grupos funcionais
(oxigénio, nitrogénio, amino, hidroxila) cada um capaz de doar um par de elétrons
para combinar (via ligacdo covalente coordenada com um metal) e 2) formar uma
estrutura de anel heterociclico com o metal (SPEARS, 1996).

Os quelatos de minerais, para serem assim chamados, devem estar

fundamentados em alguns pontos:

. Tamanho: o tamanho do quelato deve ser pequeno o bastante para que os
minerais com suas moléculas carregadoras possam ser absorvidos sem
sofrerem qualquer digestdo. A molécula resultante deve ter um peso
molecular inferior a 1500 Dalton para que o quelato possa ser absorvido
intacto.

. Estabilidade: devem ser compostos minerais estaveis, além disso, devem
ser menos vulneraveis as interacbes minerais adversas que ocorrem no
aparelho digestivo. A elevada estabilidade de um quelato, adquirida por
meio de eficientes processos de fabricagdo, assegura que o quelato ndo
se rompa no estdbmago, nao liberando o metal.

. Neutralidade: o composto final ndo deve possuir carga elétrica. Com isto,
0 quelato pode ser absorvido no trato digestivo do animal na forma
original, além de n&o sofrer possiveis interferéncias dos demais

componentes da dieta, que o tornaria insoluvel (BARUSELLI, 2005).

Este processo inicia-se com o isolamento da proteina proveniente da levedura,
uma vez que a levedura apresenta em torno de 40% de material protéico. Esta
biomassa de levedura € um residuo da industria sucroalcooleira. Depois que a
proteina € separada, ela passa por um processo de hidrélise, através da quebra pela
agua, que tem por objetivo romper a cadeia de aminoacidos presentes na sua
molécula. A hidrélise é feita por meio de reagcdes quimicas e enzimaticas. Apds esta
etapa, ocorre a separagao dos aminoacidos obtidos, através do processo industrial
de cromatografia.
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Com a obtencdo da solucdo do aminoacido especifico, passa-se para a etapa
da quelacdo. Para que ela ocorra, o mineral necessita ser ionizado e colocado em
solugdo com o aminoacido desejado. Este processo pode levar de 2 a 18 horas, de
modo que ocorram as ligagdes quimicas entre o cation metalico e o ligante, que é o
aminoacido. As solugdes sdo devidamente aquecidas ou resfriadas, com agitagao
continua para assegurar que os componentes nao precipitem a solugao antes que a
quelacédo ocorra. O pH € monitorado cuidadosamente, ja que a intengcdo € que o
quelato ndo seja hidrolisado no ambiente acido do estémago, e sim direcionado ao
pH alcalino do intestino, e apods isto, para a mucosa do jejuno. Depois de
determinado periodo, a suspensao é centrifugada, e o precipitado € seco em Spray
Dryer.

2.4.5 Determinagao do Zinco Orgéanico

Apesar de a AAFCO definir especificamente os conceitos dos complexos e dos
quelatos, nem ela, nem a AOAC possuem métodos definidos para testar o grau de
quelacdo ou complexagdo dos minerais com ligantes organicos em amostras
comerciais (GUO et al., 2001). A falta de um método padrdo para a determinagéao da
associagao entre o mineral e o ligante orgénico torna dificil para os produtores de
animais a escolha da fonte de mineral tragco organico que possua maior
biodisponibilidade. SPEARS et al. (1991) revisaram a metodologia analitica utilizada
no teste de fontes organicas de metais. Porém nenhum destes métodos media a
associacao entre o mineral traco e o ligante.

LEACH e PATTON (1997) sugeriram uma metodologia de analise para a
avaliacdo de minerais quelados. Ele consiste na adicdo do suplemento mineral em
agua, em seguida a filtracdo da suspenséo. O filtrado resultante € analisado em um
eletrodo, para a quantificacdo da forma labil do mineral; em um espectrofotémetro,
para a determinagdo da quantidade total do metal; e pelo método Kjedahl, para a
quantificacdo das proteinas. Ja o precipitado € avaliado com relagéo a porcentagem
do mineral estudado e de proteinas ali presentes.
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Outros métodos citados pela literatura utilizam como tecnologia de apoio o
potencidmetro, a cristalografia de raio-X, a absor¢éo UV, e a cromatografia (LEACH
e PATTON, 1997).

As concentragdes do mineral livre, do ligante livre, e do mineral ligado
organicamente podem ser usadas para calcular a estabilidade do mineral organico.
Quanto mais a estabilidade aumenta, maior afinidade do ligante pelo metal. O ligante
com a maior afinidade ira se ligar a grande parte do metal (PARKS e HARMSTON,
1994).

2.5 PRODUGAO DE VITAMINA B;

A riboflavina ou vitamina B, € uma vitamina hidrossoluvel pertencente ao
complexo By, apresenta coloragdo amarela e é fluorescente (DE SOUZA et al.,
2005). Seu consumo mundial € de aproximadamente 1250 toneladas ao ano. De
acordo com a fonte de onde é extraida, ela podera ter varias denominag¢des, como:
lactoflavina, ovoflavina, hepatoflavina. Suas principais fontes na alimentacdo sao
carnes, ovos, pescados e leite, além de estar em alta concentragcao nas leveduras
(PESSOA et al., 2003) (ver figura 6).

FIGURA 6 — ESTRUTURA DA VITAMINA B>
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A dose recomendada de ingestao de riboflavina varia de 0,4 mg, na infancia, a
1,3 mg/dia, na fase adulta. Para mulheres gravidas, recomenda-se uma dose
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suplementar de 0,3 mg/dia durante a gestacao, e 0,5 mg/dia durante o periodo de
lactagdo (DE SOUZA et al., 2005). A deficiéncia de riboflavina é caracterizada por
inflamacéo da lingua e da boca. Em casos mais graves, por perturbagdes do
aparelho digestivo (DUTRA-DE-OLIVEIRA e MARCHINI, 1998; ACCIOLY et al.,
2002).

A riboflavina é de fundamental importancia em organismos aerébios, sendo
precursora de importantes coenzimas participantes da cadeia transportadora de
elétrons. Ela também da origem a muitas flavinas que se encontram ligadas a
diversas enzimas, as quais atuam na catalise de um grande numero de importantes
reagdes, como por exemplo, as relacionadas ao reparo do DNA (DE SOUZA et al.,
2005). Além disso, atua na formagdo de hemacias, na regulagdo de enzimas
tireoidianas e tem importante atuacdo na neoglicogénese (DUTRA-DE-OLIVEIRA e
MARCHINI, 1998; ACCIOLY et al., 2002).

A vitamina B é bastante estavel a acdo do ar, calor e oxigénio; porem quando
exposta a luz e em solugdes alcalinas, sofre clivagem na molécula de ribitol, com
formacao de lumilactoflavina. E por esta razdo que o leite, quando em recipientes de
vidro e exposto ao sol, perde até 85% do seu teor de riboflavina (BOBBIO e
BOBBIO, 2003).

Essa vitamina € comercialmente produzida por sintese quimica e por
fermentagcdo microbiana, sendo a ultima preferida, pois tem propiciado o
desenvolvimento de novas tecnologias, juntamente com a diminui¢do de custos e a
alta produtividade. Além disso, a riboflavina € a unica vitamina que é rapida e
totalmente sintetizada em altas concentragdes por microrganismos (PESSOA et al.,
2003). CRUEGER e CRUEGER (1989) calcularam que 20% da vitamina B, sao
obtidas por sintese total, 50% por processo misto e 30% por fermentacao exclusiva.

SABRY et al. (1989) afirmaram que a Candida guilliermondii Wickerham é o
melhor produtor de vitamina By, e que utiliza a energia solar como unica fonte de
carbono. A P. guilliermondii forma a riboflavina tendo hidrocarbonetos alifaticos
como fonte de carbono (entre Cip e Cqg), dando um rendimento elevado deste
produto (LIMA et al., 2001).

O uso de meios completamente sintéticos € inadequado para a producéo da
riboflavina através das leveduras (OSMAN e SHAHEEN, 1966). Substancias

naturais como extrato de levedura, e melago concentrado de milho, sdo conhecidas
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como estimulantes para tanto o crescimento celular, como também para
flavinogénese (RAGAB, 1968). Da mesma forma, ions metdlicos, 6leos, acidos
graxos, aminoacidos e vitaminas influenciam a produtividade da riboflavina de
diferentes formas (OLCZYK, 1978; KELLER et al., 1983).

2.6 VALORIZAGAO DE RESIDUOS AGRICOLAS E AGROINDUSTRIAIS

Ao longo dos séculos 20 e 21, um numero consideravel de processos
fermentativos industriais foi introduzido ou aperfeicoado aproveitando o potencial de
matérias-primas renovaveis na obtencdo de produtos quimicos, combustiveis,
alimentos e bebidas, bioinseticidas, farmacos e enzimas, entre outros. Dentre essas
matérias-primas, os residuos agricolas e agroindustriais desempenham um papel
marcante, com uma gama de processos fermentativos sendo realizados com base
em materiais como caldo e melago de cana-de-agucar, farelos de soja, trigo e arroz,

residuos celuldsicos e da industria de papel (SERAFINI et al., 2002).

2.6.1 A Cana-de-Agucar

A cana-de-agucar, a matéria prima mais antiga do Brasil, traz inumeros
beneficios para a economia do pais, gerando agucar, alcool anidro (aditivo para a
gasolina) e alcool hidratado para os mercados interno e externo. Colabora ainda na
producdo de alimentos, papel, plasticos, produtos quimicos, além de fornecer
energia elétrica. O processamento da cana-de-agucar € focado na produgdo do
agucar (sacarose). Outros produtos do processamento incluem o bagago, o melago
e o bolo de filtragdo (UNIAO DA AGROINDUSTRIA CANAVIEIRA DE SAO PAULO,
2007).

O melago da cana-de-acucar é o licor resultante da cristalizacdo final do
acgucar, do qual ndo pode ser extraida mais 0 agucar sacarose pelos meétodos
convencionais. Aproximadamente 60% dos solidos s&do compostos por sacarose,
glicose e frutose (ver figura 7). Sua composi¢cdo € muito variavel, pois depende de

fatores agricolas e industriais, como a variedade da cana-de-agucar, o grau de
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maturagao, clima, condi¢cbes de cultura, tipo de corte, e eficiéncia industrial, entre
outros (ICIDCA, 1999).

FIGURA 7 — MOLECULAS DOS AGUCARES GLICOSE, FRUTOSE E SACAROSE
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Os principais componentes do melago s&o a agua e os carboidratos, além de
compostos n&o-agucares de origem organica como: aminoacidos, acidos
carboxilicos alifaticos e olefinicos, vitaminas, proteinas, fendis e outros. O melago de
cana-de-agucar € constituido por uma fragcdo de origem mineral de grande
importancia, na qual estdo presentes mais de 20 metais e ndo-metais em diferentes
propor¢des. Entre os cations encontrados, o potassio, o calcio e o magnésio ocupam
mais que 98% do total (ICIDCA, 1999).

Do nitrogénio presente no melago somente 35% sao assimilados, na forma de
proteina pura, contando com um adicional de 7% de componentes nitrogenados na
forma de acidos nucléicos, aminoacidos livres e outros compostos. A composicéo de
aminoacidos no melago € de 1%, entre os quais se destacam os acidos aspartico e
glutamico, que constituem mais de 70% do total (ICIDCA, 1999).
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2.6.2 A Soja

A soja é uma das principais fontes vegetais de 6leo comestivel, além de ser
fonte de proteina para a alimentagdo. O grao da soja contém cerca de 40% de
proteina, 20% de gordura, 5% de cinzas e 35% de carboidratos, em base seca. No
Oriente, a soja é utilizada como uma fonte importante de proteina na alimentagao
humana por milhares de anos. No Ocidente, em contrapartida, a maioria dos gréos
desta oleaginosa é processada em 6leo, enquanto que o farelo de soja com alto
valor protéico € utilizado principalmente em ragdes animais com alto teor de proteina
e apenas em pequena extensdo na alimentacdo humana. Entretanto, nas ultimas
décadas, a importancia da soja como uma fonte para as necessidades humanas de
proteina tem aumentado significativamente nos mercados ocidentais.

O melago da soja € um material de baixo custo, que gera problemas ambientais
de acumulo de residuos, e assim é utilizado principalmente como um ingrediente de
baixo custo de nutricdo animal. E obtido como um subproduto do processo de
fabricagdo do concentrado protéico de soja, e provém do produto do extrato aquo-
alcoolico obtido apds a remogao do alcool e parte da agua presente (CEGLA e
SHUSTER, 2005).

Os principais constituintes do melago de soja - os agucares da soja - consistem
em cerca de 65% de mono e dissacarideos e cerca de 35% de oligossacarideos,
principalmente, a rafinose (5-7%) e estaquiose (30-32%), que podem ser observados
na figura 8.
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FIGURA 8 — MOLECULAS DOS AGUCARES SACAROSE, RAFINOSE E ESTAQUIOSE
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Os oligossacarideos da soja ndo podem ser digeridos pelos humanos e animais
monogastricos, e s&o a principal causa de flatuléncia e desconforto gerados pela
ingestdo da soja. Entretanto, os oligossacarideos da soja sdo utilizados como
agentes estimulantes de crescimento de bifidobactérias (que s&o usadas como
prebidticos), que possuem alta importancia devido a seus efeitos benéficos. Os
oligossacarideos da soja também podem ser utilizados como aditivos adogantes de
baixo valor caldérico em alimentos (CEGLA e SHUSTER, 2005).

2.7 PLANIFICAGCAO EXPERIMENTAL

Um dos problemas mais comuns para quem faz experimentos € determinar a
influéncia de uma ou mais variaveis sobre uma outra variavel de interesse. No
planejamento de qualquer experimento, a primeira coisa que se deve fazer é decidir
quais séo os fatores e as respostas de interesse. Os fatores, em geral, sdo as

variaveis que o experimentador tem condi¢des de controlar. As respostas sao as
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variaveis de saida do sistema, nas quais se tem interesse, e que serdo — ou nao —
afetadas por modificagdes provocadas nos fatores (DEMAIN e DAVIES, 1999).

O planejamento dos experimentos, ou, a especificagdo detalhada de todas as
operagbes experimentais que devem ser realizadas vai depender do objetivo
particular que se quer atingir. Objetivos diferentes precisardo de planejamentos
diferentes (NETO et al., 2003).

Os planejamentos fatoriais de dois niveis sdo uteis em investigagdes
preliminares, quando se deseja saber se determinados fatores tém ou n&o influéncia
sobre a resposta, e ainda ndo existe a preocupacdo em descrever muito
rigorosamente essa possivel influéncia. Sado planejamentos muito simples de
executar, que depois podem ser ampliados para formar um planejamento mais
sofisticado (NETO et al., 2003; DEMAIN e DAVIES, 1999).

Se existe um numero de fatores relativamente grande, é possivel que alguns
deles ndo tenham influéncia significativa sobre a resposta. Nesse caso, um
planejamento completo seria um desperdicio. O melhor seria fazer uma triagem,
para decidir quais sao os fatores que merecem um estudo mais aprofundado. Para
isso, pode-se utilizar um planejamento fatorial incompleto, como fatorial fracionario
(NETO et al., 2003).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Processos
Biotecnolégicos da Divisdo de Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia, da
Universidade Federal do Parana.

3.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizadas nos experimentos as cepas de leveduras abaixo relacionadas.

Elas foram obtidas no banco de cepas NRRL (localizado nos Estados Unidos).

» Sacharomyces cerevisiae NRRL YB 2293

» Sacharomyces cerevisiae NRRL Y 2034

* Kluyveromyces marxianus NRRL Y 8281

* Komagataella (Pichia) pastoris NRRL Y 1603

* Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063

3.2 MELACO DE SOJA E MELACO DE CANA-DE-AGUCAR

Foram escolhidos dois residuos industriais para serem testados com fonte de
carbono nos experimentos, por serem estes fontes de agucares metabolizados por
leveduras. O melago de cana-de-agucar € constituido principalmente por glicose,
frutose e sacarose. Ja o melago de soja tem como composi¢do 65% de mono e
dissacarideos, e cerca de 35% de oligossacarideos (rafinose e estaquiose).

O melago de soja utilizado neste trabalho foi obtido através de doagao da
empresa Imcopa, localizada na cidade de Araucaria, Parana. Ja o melago de cana-
de-agucar aplicado nos testes foi proveniente da empresa Ouro Fino, estabelecida
na cidade de Ribeirdo Preto, Sdo Paulo.
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3.3 MEIOS DE CULTIVO

3.3.1 Meio Yeast Medium (YM) Liquido

O meio YM liquido possui a seguinte composigéo: Extrato de Levedura, 3 g/L;
Extrato de Malte, 3 g/L; Peptona, 5 g/L; Glicose, 10 g/L; Agua, gsp.

3.3.2 Meio YM Sdlido

O meio YM sdlido € composto pelos seguintes ingredientes: Extrato de
Levedura, 3 g/L; Extrato de Malte, 3 g/L; Peptona, 5 g/L; Glicose, 10 g/L; Agar, 20
g/L; Agua, gsp.

3.4 MANUTENGAO DAS CEPAS

As cepas das leveduras liofilizadas foram reativadas por suspensao em 0,5 mL
de meio de cultivo YM liquido esterilizado e incubadas em tubos contendo 10 mL de
meio YM sdlido na posigéo inclinada, a 30 °C por 72 horas. Apos este periodo, os

tubos foram mantidos sob refrigeragdo a 4 °C por, no maximo, 3 meses.
3.5 PREPARO DO INOCULO

Procedeu-se a transferéncia de uma algada de células contidas em um tubo
inclinado para um Erlenmeyer de 125 mL contendo 20 mL do meio YM liquido. O
frasco foi incubado sob agitagdo em incubador do tipo Shaker a 30 °C e 120 rpm
durante 24 horas, ou até obter-se uma concentracéo de células da ordemde 1 x 10 *
a 1 x 10® células/mL. A contagem das células foi realizada utilizando o método
descrito no item 3.14.2.1.
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3.6 FLUXOGRAMA DO PROCESSO

A Figura 9 ilustra o fluxograma do bioprocesso de producédo de biomassa de
levedura rica em zinco organico em escala laboratorial, realizado durante os testes
em frascos Erlenmeyer de 250 mL, com agitacao em agitador do tipo Shaker e em
Fermentador com capacidade de 2 L.

Os ingredientes do meio de cultivo a serem utilizados foram pesados em
balanga semi-analitica, e adicionados a agua destilada. Os tipos de ingredientes e
suas concentragdes variaram conforme o teste a ser realizado (ver itens 3.7, 3.8,
3.9, 3.10, 3.11, 3.12, e 3.13). Os meios de cultivo foram acondicionados em
Erlenmeyers de 250 mL contendo cada 100 mL do meio, ou em fermentador com
capacidade de 2 L, contendo 1,5 L de meio. Em seguida, os frascos ou o
fermentador sofreram tratamento térmico em autoclave a 105 °C por 15 minutos.

As solugbes concentradas de 2ZnSOs e MgSO, foram preparadas
separadamente, para evitar que os metais se complexassem com alguma
substancia do meio de cultivo durante o tratamento térmico. A concentracdo desta
solugdo variou de 1 a 10%, de acordo com a concentracdo do metal a ser
adicionada no meio de cultivo. A adigao das solu¢cdes ao meio de cultivo foi realizada
assepticamente em camara de fluxo laminar.

O preparo do in6culo foi realizado de acordo com o item 3.5. A adigdo do
indculo das cepas de levedura no meio de cultivo também foi em condigdes
assépticas, em camara de fluxo laminar.

Deu-se entédo prosseguimento a fermentacao liquida, cujas condi¢des variaram,
conforme descrito nos itens 3.7, 3.8, 3.9, 3.10, 3.11, 3.12, e 3.13.

Apoés o processo de cultivo da biomassa enriquecida com zinco, o meio de
cultivo foi centrifugado a 4000 rpm, por 10 minutos. O sobrenadante contendo zinco
livre e a vitamina B2 foi desprezado, e a biomassa restante foi lavada com agua
deionizada. A mistura foi submetida novamente a centrifugagcéo a 4000 rpm, por 10
minutos. O sobrenadante contendo zinco livre foi novamente desprezado. Este
procedimento foi realizado novamente.

A biomassa de levedura obtida foi avaliada com relacdo a concentracdo de
zinco total nos itens 3.7, 3.8, 3.9, e 3.10.
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A metodologia de rompimento celular foi testada conforme descrito no item
3.11.1, e depois de definido o melhor procedimento para este fim, a metodologia
para a separagao do Zinco Organico Adsorvido, Zinco Organico Absorvido e Zinco

Livre foi estabelecida, conforme o item 3.11.2.



51

FIGURA 9 — FLUXOGRAMA DO BIOPROCESSO DE PROADUCAO DE BIOMASSA DE
LEVEDURA ENRIQUECIDA COM ZINCO ORGANICO
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3.7 SELEGAO DAS CEPAS

Neste estudo foram realizados experimentos com o intuito de selecionar cepas
de microrganismos capazes de produzir uma alta quantidade de biomassa, além de
acumular uma grande concentragao de zinco nesta biomassa formada.

O cultivo de SCP em meio com zinco utilizando leveduras foi escolhido, pois as
leveduras possuem, do ponto de vista tecnoldgico, vantagens em relagdo a outros
microrganismos, principalmente em razdo da sua capacidade de assimilar grande
variedade de substratos, de suas altas velocidades de crescimento e da facilidade
de separacdo de sua biomassa (ICIDCA, 1999). Alem disso, elas s&o citadas na
literatura por sua habilidade em acumular metais em suas células, quando em
crescimento em um meio contendo uma elevada quantidade de cations metalicos
(VOLESKY, 1990).

Foram testadas neste experimento cinco cepas de leveduras dos géneros
Saccharomyces, Kluyveromyces e Pichia, que foram escolhidas por terem sido
mencionadas na literatura como produtoras de SCP para consumo humano e animal
(BEKATOROU et al., 2006).

O meio de cultivo utilizado em todos os testes foi o seguinte: Melago de cana-
de-agUcar, 5°Brix; Extrato de Levedura, 10 g/L; (NH4)2SO4, 5 g/L; KH2PO4, 5 g/L;
MgSOy, 0,5 g/L. Este meio foi elaborado com base nos experimentos realizados com
Saccharomyces cerevisiae em meio rico em zinco desenvolvido por STEHLIK-
THOMAS et al.(2004). O volume final dos experimentos foi de 100 mL, adicionado
em frascos Erlenmeyer de 250 mL e estes cobertos com tampdo de algodao
permeavel ao oxigénio. A esterilizagdo do meio foi realizada conforme o item 3.6.

O in6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solugdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6. As concentracdes de ZnSO, adicionadas ao meio de cultivo foram de 0,05; 0,1;
0,2 e 0,5 g/L. Nos estudos realizados por STEHLIK-THOMAS et al. (2004), a
concentragédo de ZnSO, foi fixada em 0,1 g/L, porém como neste experimento varios
géneros de leveduras foram utilizados (Saccharomyces, Kluyveromyces e Pichia),

decidiu-se utilizar varias concentragdes do sal.
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Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker (ver figura 10) e em
duplicata. As condigbes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0;
agitacéo, 120 rpm; tempo de cultivo, 120 horas.

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relacdo ao teor de zinco presente no
tempo de 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3, e em relagdo ao peso seco
obtido nas mesmas condi¢gdes nos tempos de cultivo de 0, 24, 48, 72, 96 e 120
horas, conforme o item 3.14.1.5. Além disso, foi realizada a analise de acucares
totais no sobrenadante obtido durante o cultivo nos tempos 0, 24, 48, 72, 96 e 120
horas, conforme o item 3.14.1.2.

FIGURA 10 — CULTIVO EM FRASCOS ERLENMEYER COM AGITAGAO EM AGITADOR
DO TIPO SHAKER

3.8 TESTE DO ACUMULO DO ZINCO X TEMPO DE CULTIVO

Neste teste foi estudada a relagdo entre o acumulo do zinco e o tempo de
cultivo para a produgao de biomassa, visto que no item 3.7 somente foi avaliada a
concentragdo de zinco presente na biomassa produzida no tempo de 120 horas de
cultivo. A cepa utilizada neste experimento foi a P. guilliermondii Wickerham NRRL Y
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27063, pois esta obteve o melhor acumulo de zinco em sua biomassa no teste
descrito no item 3.7.

O meio de cultivo utilizado em todos os testes foi o seguinte: Melago de cana-
de-agucar, 5 ° Brix; Extrato de Levedura, 10 g/L; (NH4)2SOy4, 5 g/L; KH2POy4, 5 g/L;
MgSOy4, 0,5 g/L. O volume final dos experimentos foi de 100 mL, adicionado em
frascos Erlenmeyer de 250 mL e estes cobertos com tampéo de algodao permeavel
ao oxigénio. A esterilizagado do meio foi realizada conforme o item 3.6.

O in6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solu¢gdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6. A concentragdo de ZnSQO, adicionada no meio de cultivo foi de 0,5 g/L, visto que
a cepa selecionada P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 demonstrou boa
resisténcia a altas concentragées de zinco no meio de cultivo nos experimentos
realizados no item 3.7.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condigdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH, 6,0; agitagdo, 120 rpm.
Os tempos de crescimento estudados foram: 24, 48, 72, 96, e 120 horas.

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relagédo ao teor de zinco presente
nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3, e em
relacdo ao peso seco obtido nas mesmas condi¢gées nos mesmos tempos de cultivo,

conforme o item 3.14.1.5.

3.9 TESTE DA ADAPTACAO DA CEPA DE P. guilliermondii Wickerham NRRL
Y27063 EM MEIO CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE ZINCO

Neste estudo foi avaliada a capacidade de armazenamento de zinco da
levedura P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 adaptada ao zinco, e da
mesma levedura ndo adaptada a este metal.

Uma forma de tornar um microrganismo mais resistente e eficiente ao acumulo
de metais € a adaptacéo de suas células ao aumento progressivo de concentragdes
maiores de metal (DONMEZ e AKSU, 1999). O método de adaptacédo aplicado é
conhecido como semeadura, e trata-se da pré-adaptacdo da cepa ao metal, através
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da adicdo do mesmo ao meio de crescimento do inéculo da cepa, com aumentos
progressivos de concentragao.

A cepa adaptada foi inoculada inicialmente em um tubo de ensaio com 10 mL
de meio YM liquido, com concentracdo de 0,05 g/L de ZnSO4. Apds ser atingida a
concentragdo na ordem de 1 x 10 " a 1 x 10® células/mL neste inéculo, verificada
através de meétodo descrito no item 3.14.2.1, 10% do volume deste in6culo foi
transferido para outro tubo de ensaio, contendo o meio YM liquido e a concentragao
de 0,1 g/L de ZnSO4. O aumento progressivo da concentracdo do metal no meio de
cultivo YM liquido foi realizado posteriormente conforme descrito acima, nas
concentragdes 0,2 g/L; e 0,5 g/L.

O meio de cultivo utilizado em todos os testes foi o seguinte: Melago de cana-
de-agucar, 5 °Brix; Extrato de Levedura, 10 g/L; (NH4)2SQO4, 5 g/L; KH2POy4, 5 g/L;
MgSO,4, 0,5 g/L. O volume final dos experimentos foi de 100 mL, adicionado em
frascos Erlenmeyer de 250 mL e estes cobertos com tampéo de algodao permeavel
ao oxigénio. A esterilizagdo do meio foi realizada conforme o item 3.6.

O ino6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solugdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6. As concentragbes utilizadas de ZnSOs nos testes realizados com células
adaptadas e n&o adaptadas foram de 0,05; 0,1; 0,2; 0,5 e 1,0 g/L.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condigdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0; agitagédo, 120
rom; tempo de cultivo, 120 horas.

A viabilidade celular dos testes em todas as concentragdes de ZnSO, foi
avaliada nos tempos de cultivo 8, 16, 24, 32, 38, 48, 54, 62, 72, 78, 86, 96, 102 e
120 horas, utilizando-se o método descrito no item 3.5. Foi realizada a visualizagao
em microscopio 6ptico das células dos testes em todas as concentragdes de ZnSOq,
conforme o item 3.14.2.2, nos tempos de cultivo descritos acima.

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relag&o ao teor de zinco presente no
tempo de 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3, e em relagdo ao peso seco
obtido nas mesmas condigbes no mesmo tempo de cultivo, conforme o item
3.14.1.5.
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3.10 OTIMIZACAO DAS CONDICOES QUIMICAS E FiSICAS PARA A
PRODUGAO DE BIOMASSA RICA EM ZINCO ORGANICO

3.10.1 Fonte de Carbono

Nesta etapa foi estudada a melhor fonte de carbono a ser utilizada pela cepa P.
guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 durante a producédo de biomassa rica em
zinco. Dois residuos agricolas, utilizados com fontes de carbono, foram testados:
melago de cana-de-agucar e melago de soja.

A cepa ndo adaptada ao zinco de P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
foi utilizada nos testes, pois obteve melhores resultados de acumulo de zinco no
teste descrito no item 3.9.

Os melagos de cana-de-agucar e de soja foram adicionados ao meio de cultivo
nas concentragdes 5, 10 e 15 °Brix. Além disso, o meio de cultivo utilizado em todos
os testes continha os seguintes ingredientes: Extrato de Levedura, 10 g/L;
(NH4)2S04, 5 g/L; KH2POy4, 5 g/L; MgSO4, 0,5 g/L. O volume final dos experimentos
foi de 100 mL, adicionado em frascos Erlenmeyer de 250 mL e estes cobertos com
tamp&o de algodado permeavel ao oxigénio. A esterilizagdo do meio foi realizada
conforme o item 3.6.

O ino6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solugdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6. A concentragédo de ZnSOy utilizada nos meios de cultivo foi de 1,0 g/L.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condigdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0; agitagédo, 120
rom; tempo de cultivo, 120 horas.

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relacdo ao teor de zinco presente no
tempo de 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3, e em relagédo ao peso seco

obtido nas mesmas no mesmo tempo de cultivo, conforme o item 3.14.1.5.
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3.10.2 Fonte de Nitrogénio Organico

Neste teste determinou-se a melhor fonte de nitrogénio orgénico para o
acumulo do zinco pela cepa P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 n&o
adaptada. Foram testadas as seguintes matérias primas: Extrato de Levedura,
Peptona Caseinada, e Caldo Triptona de Soja, todos estas fontes ricas em
proteinas. Também foram testados novamente os dois residuos agroindustriais,
fontes de carbono - melago de cana-de-agucar e melago de soja - a 5° Brix,
concentracdo esta onde foram obtidos os melhores resultados de acumulo de zinco
pela biomassa no teste realizado no item 3.10.1.

As fontes de nitrogénio organico foram adicionadas em diferentes
concentragdes, pois os mesmos tém diferentes niveis de nitrogénio. O Extrato de
Levedura possui em sua composigao 10,5 % de nitrogénio, enquanto que a Peptona
Caseinada e o Caldo Triptona de Soja contém 13,0 %. Logo, o extrato de levedura
foi adicionado na concentragédo de 10 g/L, a Peptona Caseinada, 8,0 g/L; e o Caldo
de Triptona de Soja, 8,0 g/L.

Além disso, o meio de cultivo utilizado em todos os testes continha os seguintes
ingredientes: (NH4).SO4, 5 g/L; KH2PO4, 5 g/L; MgS04, 0,5 g/L. O volume final dos
experimentos foi de 100 mL, adicionado em frascos Erlenmeyer de 250 mL e estes
cobertos com tamp&o de algodao permeavel ao oxigénio. A esterilizagdo do meio foi
realizada conforme o item 3.6.

O in6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solu¢gdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6. A concentragédo de ZnSOy utilizada nos meios de cultivo foi de 1,0 g/L.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condicdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0; agitagédo, 120
rom; tempo de cultivo, 120 horas.

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relag&o ao teor de zinco presente no
tempo de 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3, e em relagdo ao peso seco

obtido nas mesmas no mesmo tempo de cultivo, conforme o item 3.14.1.5.
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3.10.3 Delineamento Experimental
3.10.3.1 Planejamento Fatorial Fracionario 2 &*

Nesta etapa foi utilizado como ferramenta o planejamento fatorial fracionario na
selegdo das variaveis significativas na produgdo da levedura P. guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063 n&o adaptada ao zinco, com intuito de produzir biomassa
rica em zinco organico.

Para a otimizacdo das condi¢gdes de producdo de biomassa rica em zinco foi
utilizado o planejamento fatorial fracionario incompleto, permitindo o estudo da
influéncia de 8 variaveis independentes com 16 ensaios. As variaveis independentes
foram distribuidas em dois niveis e foram as seguintes: concentragcdo de ZnSOq,
concentragdo de MgSO4, concentragdo de KH,PO4, concentragdo de Extrato de
Levedura; °Brix adicionados da fonte de carbono, concentragéo de Fey(SOy4)s, tempo
de adi¢ao da solugao de zinco no fermentado, e pH.

O ino6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solu¢gdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condigdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0; agitagédo, 120
rom; tempo de cultivo, 120 horas.

Os niveis das variaveis foram definidos conforme a citagdo em literatura da
influéncia das mesmas sobre os niveis de acumulo de metais. O acumulo de metais
por leveduras ¢é influenciado por uma série de fatores, como as propriedades fisico-
quimicas do metal; fisiologia da célula; e condicdes do ambiente, como pH e
temperatura (STOLL e DUNCAN, 1996).

Os niveis codificados e decodificados de cada variavel sdo apresentados na
tabela 6. Cada planejamento consistiu em 16 ensaios, sendo estes realizados em

duplicata.
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TABELA 6 — VALORES (REAIS E CODIFICADOS) DAS VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO
FATORIAL FRACIONARIO 2 8*

Termos codificados

Fatores -1 +1
Concentragao de ZnSO, (g/L) 1,0 2,5
Concentragdo de MgSQO, (g/L) 0,5 5,0
Concentragao de KH,PO, (g/L) 5,0 10,0
Concentragao de Extrato de Levedura (g/L) 5,0 10,0
°Brix adicionados da fonte carbono (Melago de Soja) 5,0 10,0
Concentragao de Fe,(SO,); (g/L) 0,0 0,1
Tempo adigédo da solugdo de ZnSO, no fermentado (h) 0 24
pH 6,0 7,0

Esta técnica, introduzida por BOX et al. (1978), tem sido usada com grande
sucesso na modelagem de diversos processos (KOEHLER, 1999; MOTTA e
WAGNER, 2001). Utilizou-se o programa Statistica 6.0 para a analise dos
resultados.

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relag&o ao teor de zinco presente no

tempo de 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3.
3.10.3.2 Planejamento Fatorial Completo 32

Neste teste foi aplicado o planejamento fatorial completo, com o intuito de se
estudar as variaveis detectadas como significativas no estudo do item 3.10.3.1, que
foram a concentracdo de ZnSO4 e a concentracdo de Fey(SOa)s, no cultivo da
levedura P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 ndo adaptada ao zinco.

As variaveis °Brix e tempo de adicdo da solugdo de ZnSO4 ndo foram
estudados neste planejamento. A diminuigdo de °Brix na formulagdo n&o seria
aconselhavel, pois isto iria atuar diretamente sobre o crescimento celular, diminuindo
muito a produtividade da biomassa (conforme observado nos testes do item 4.5.1 —
Fonte de Carbono). Ja o tempo de adi¢do da solugdo de ZnSO4 ndo pode ser ainda
mais diminuido, pois o0 menor utilizado foi de 0 horas.

A concentragédo dos nutrientes no meio de cultivo foram as seguintes: MgSOQO.,
0,5 g/L; KH,POy, 5,0 g/L; Extrato de levedura, 5,0 g/L; Melago de Soja, 5 °Brix.

O ino6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solu¢des de ZnSO4 e
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MgSO,4 e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condigdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0; agitagédo, 120
rom; tempo de cultivo, 120 horas, tempo de adicdo da solucdo de ZnSO4 no
fermentado, 0 horas.

As duas variaveis independentes com valor de efeito positivo foram estudadas:
a concentracédo de ZnSO4 e a concentragdo de Fey(SO4)s. A otimizagao foi efetuada
através de um Planejamento Fatorial Completo 3%, sendo que as variaveis foram
distribuidas em trés niveis. Os niveis codificados e decodificados de cada variavel
sdo apresentados na Tabela 7. O planejamento utilizado resultou em 9 ensaios,

sendo estes realizados em duplicata.

TABELA 7 — VALORES (REAIS E CODIFICADOS) DAS VARIAVEIS DO PLANEJAMENTO
FATORIAL COMPLETO 3?

Termos codificados

Fatores -1 0 +1
Concentragao de ZnSO, (g/L) 2,0 6,0 10,0
Concentragao de Fe,(SO,); (g/L) 0,1 0,3 0,5

Foram avaliadas as biomassas obtidas em relag&o ao teor de zinco presente no
tempo de 120 horas de cultivo, conforme o item 3.14.1.3.

3.11 TESTES DO METODO DE DETERMINAGAO DE ZINCO ORGANICO
ADSORVIDO E ABSORVIDO

3.11.1 Rompimento Celular

Trés técnicas de rompimento celular foram empregadas com o objetivo de
obter-se a lise da célula da levedura P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063.
ApoOs a ruptura das membranas deste microrganismo foi possivel identificar e

quantificar as diferentes espécies de zinco presentes na levedura estudada.
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3.11.1.1 Rompimento Celular - Sonicacéo

Pesou-se 0,5 g de biomassa em um béquer, obtida de teste realizado em frasco
Erlenmeyer sob as condigdes otimizadas no item 3.10.3.1, e adicionou-se 10 mL de
agua deionizada. Esta suspenséo foi dividida em trés partes iguais e foi submetida a
trés tipos diferentes de experimentos: 4 tratamentos a 100 Hz por 30 segundos, com
30 segundos de intervalo entre cada; 4 tratamentos a 100 Hz por 30 segundos, com
30 segundos de intervalo entre cada, logo apdés foi submetido ao
congelamento/descongelamento; 4 tratamentos a 100 Hz por 30 segundos, com 30
segundos de intervalo entre cada, logo em seguida sofreu aquecimento por 10
minutos a 65 °C.

O rompimento celular foi verificado através de visualizacdo da suspensdo em

microscopio optico, conforme o item 3.14.2.2.

3.11.1.2 Rompimento Celular - Adigdo de etanol, NaCl e pré-autolisado

O método de rompimento celular foi realizado conforme SGARBIERI et al.
(1999) e ALVIM et al. (2002). A biomassa utilizada foi obtida em teste realizado em
frasco Erlenmeyer sob as condigbes otimizadas no item 3.10.3.1. As condigdes
utilizadas nos experimentos foram as seguintes: suspensao de levedura a 10% (p/v);
adicdo de plasmolisantes, NaCl 2% (p/p), etanol 7% (p/p); adicdo de pré-autolisado
7% (vIv); temperatura de 55°C; pH 5,0 a 5,5; tempo de autolise de 24 horas. O pré-
autolisado foi produzido a partir de uma suspenséo de levedura a 10% (p/v) e
autolisada nas condi¢cbes prescritas, exceto pelo tempo de autdlise, que foi de
apenas 6 horas. Terminada a autdlise, a temperatura foi elevada para 85 °C e
mantida por 15 minutos, para inativagdo enzimatica. Em seguida, o autolisado foi
resfriado e centrifugado.

O rompimento celular foi verificado através de visualizacdo da suspensdo em

microscopio optico, conforme o item 3.14.2.2.
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3.11.1.3 Rompimento Celular - Adigao de alcali e aquecimento

Pesou-se 0,5 g de biomassa em um béquer, obtida de teste realizado em frasco
Erlenmeyer sob as condigdes otimizadas no item 3.10.3.1, e adicionou-se 10 mL de
agua deionizada. Em seguida o pH da suspenséo foi ajustado para 11,0, através de
adicdo de solugdo de hidroxido de sédio 1,0 N. Agitou-se a suspensdo por 15
minutos, e ajustou-se novamente o pH da mesma para 7,0. Logo em seguida, a
suspensao foi aquecida a 65 °C por 30 minutos.

O rompimento celular foi verificado através de visualizacdo da suspensdo em

microscopio optico, conforme o item 3.14.2.2.

3.11.2 Separacao do Zinco Organico Adsorvido, Zinco Organico Absorvido e

Zinco Livre

Apds o rompimento celular, utilizando a técnica descrita no item 3.11.1.3, a
suspensao foi centrifugada a 4000 rpm, por 10 minutos. O precipitado obtido era a
fracdo Zinco Orgénico Adsorvido, e o sobrenadante continha as fragbes Zinco
Orgénico Absorvido e Zinco Livre restante na biomassa. Para a separagdo destas
duas fragdes, adicionou-se ao sobrenadante uma solugdo salina de NaCl a 10%, o
que provocou a precipitacdo da proteinas ali presentes. A suspensdo foi
centrifugada a 4000 rpm, por 10 minutos. O precipitado resultante foi a fragdo Zinco
Orgénico Absorvido, e o sobrenadante continha o Zinco livre presente na biomassa
produzida.

Todas as fragdes de zinco identificadas foram quantificadas pelo método
descrito no item 3.14.1.3.

3.12 CINETICA DO PROCESSO DE PRODUCAO DE BIOMASSA RICA EM
ZINCO ORGANICO

Apos a otimizacdo das condig¢des fisico-quimicas do processo de cultivo da
levedura P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063, avaliou-se a evolugao das

variaveis do processo de produgéo de biomassa enriquecida com zinco organico.
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O meio utilizado foi: 5 °Brix de melago de soja; Extrato de Levedura, 5,0 g/L;
(NH4)2S04, 5,0 g/L; KH2PO4, 5,0 g/L; ZnSO4, 10,0 g/L; Fex(SO4)s, 0,1 g/L; MgSQy,
0,5 g/L. O cultivo das leveduras foi realizado em sistema de batelada e volume de
meio de 1,5 L. O biorreator utilizado foi um fermentador da marca Inceltech LH — SGi
(set 2M), com 2 L de capacidade (ver Figura 11).

O ind6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solugbes de ZnSO,e
MgSO. e a adigao das mesmas e do indculo ao meio de cultivo é descrito no item
3.12.

As condicdes fisicas utilizadas foram: temperatura, 30 °C; pH inicial, 6,0;
agitagao, 200 rpm; aeragao, 1 v/v/min; tempo de cultivo, 168 horas.

As biomassas obtidas foram submetidas as metodologias desenvolvidas nos
itens 3.11.1.3 e 3.11.2.

Foram realizadas as seguintes analises para os tempos de cultivo de 24, 48,
72, 96, 120, 144 e 168 horas: peso seco (conforme o item 3.14.1.5) e determinagao
da concentragdo do zinco na biomassa obtida (conforme o item 3.14.1.3).

FIGURA 11 — FERMENTADOR INCELTECH LH SGI - SET 2M
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3.13 TESTE DE PRODUCAO DE VITAMINA B,

Neste estudo foi analisada a possibilidade de producdo de vitamina B,
extracelular pela cepa P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 ndo adaptada ao
zinco.

A formulacdo do meio de cultivo utilizado foi idéntica a utilizada no item 3.12. O
volume final dos experimentos foi de 100 mL, adicionado em frascos Erlenmeyer de
250 mL e estes cobertos com tamp&o de algoddo permeavel ao oxigénio. A
esterilizacdo do meio foi realizada conforme o item 3.6.

O ino6culo foi preparado conforme o item 3.5. A quantidade de indculo
adicionada foi de 10% referente ao volume total. O preparo das solugdes de ZnSO4 e
MgSO, e a adicdo das mesmas e do in6culo ao meio de cultivo é descrito no item
3.6.

Os testes foram realizados em agitador do tipo Shaker e em duplicata. As
condicdes fisicas empregadas foram: temperatura, 30 °C; pH, 6,0; agitagdo, 120
rpm; tempo de cultivo, 120 horas. Foram realizados dois testes: um em presenca de
luz, outro em auséncia de luz, protegendo-se o Erlenmeyer com papel laminado.

Apos 120 horas de cultivo em presenca/auséncia de luz, o cultivo de P.
guilliermondii foi coletado assepticamente e armazenado no escuro até ser
centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos para a separagdo da massa celular do
sobrenadante.

No filtrado livre de células determinou-se o conteudo de riboflavina extracelular
(conforme o item 3.14.1), cobrindo sempre as amostras com papel laminado para
evitar a degradacgéo dessa vitamina pela luz.
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3.14 DETERMINACOES ANALITICAS QUIMICO-MICROBIOLOGICAS

3.14.1 Quimicas

3.14.1.1 Determinacao do pH

O pH do meio de cultivo utilizado foi determinado através de um potenciémetro
digital modelo HI 9321 — HANNA Instruments. O sensor do aparelho foi imerso na

solucédo e o valor do pH foi quantificado pelo aparelho.

3.14.1.2 Determinagao de agucares totais

Os acucares totais foram determinados pelo método espectrofotométrico de
Somogyi-Nelson (SOMOGYI, 1945; NELSON, 1944), a 535 nm.

A inversdo da sacarose foi realizada por hidrélise acida. Transferiu-se 1 mL da
amostra para um frasco volumétrico e adicionou-se 50 mL de agua destilada e 2 mL
de acido cloridrico. A solugao diluida foi aquecida em banho maria a 90 °C por 20
minutos, e em seguida resfriou-se a solugéo até temperatura ambiente. Adicionou-se
solucdo de hidréxido de sodio 40% até a neutralizagdo da solugdo da amostra. Ela
foi transferida entdo para um baldo volumétrico de 100 mL, e seu volume foi
completado com agua destilada e a solugéo foi filtrada. A partir desta solugéo foi
feita a diluicdo necessaria para a determinagao, conforme curva padrao realizada
com glicose. A curva padrédo de calibragdo dos agucares totais foi feita tomando-se
volumes das solugdes de trabalho de glicose, que continham 10 a 100 pg/mL do
agucar.

Foram adicionados em um tubo de ensaio 1 mL da diluicdo realizada da
solugao da amostra e 1 mL da solugdo de Somogyi Nelson A, e este foi aquecido por
10 minutos em banho maria. Esfriou-se o tubo de ensaio, adicionou-se 1 mL da
solugdo Somogyi Nelson B e agitou-se vigorosamente. Adicionou-se 7 mL de agua
destilada e homogeizou-se a mistura. Procedeu-se entdo a leitura de absorbancia
em comprimento de onda de 535 nm. Uma prova em branco foi realizada utilizando-
se as mesmas condigdes.

Os resultados foram expressos em g/L de agucares redutores.
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3.14.1.3 Determinacao de Zinco

A determinagdo do zinco presente na biomassa foi realizada conforme o
metodo da AOAC (1997).

A amostra foi previamente digerida, através da adigdo 5 mL de acido nitrico e 1
mL de peroxido de oxigénio a 0,15 g de biomassa em um baldo de digestdo de 250
mL. A amostra foi digerida por cerca de 1 hora sob refluxo em chapa, ou até a
auséncia de desprendimento de vapores nitrosos amarelos pelo tubo refrigerador e a
amostra estar limpida. Apos esta etapa, a solugao foi filtrada e foi feita a afericdo do
volume para 100 mL com agua deionizada em baldo volumeétrico.

A leitura da solucao foi realizada em um equipamento de espectrometria de
absorcao atébmica, Modelo Spectraa 100-200 AA Varian, sob as seguintes condigbes
analiticas: corrente de lampada, 9 mA; combustivel, acetileno; suporte, ar;
estequiometria da chama, oxidante; comprimento de onda, 213,9 nm; fenda, 1,0 nm.

A curva padrao de calibragao foi elaborada partindo-se de uma solugao padrao
Merck de 1 g/L. Desta solug&o foi pega uma aliquota de 5 mL, que foi colocada em
baldo volumétrico de 50 mL.Obtém-se a solucdo intermediaria de 0,1 g/L. Desta
solucdo intermediaria, foi feita a curva de trabalho para o zinco, que foi de 0,6; 1,0;
2,0;e4,0mg/L.

O resultado da leitura foi expresso em mg de zinco/kg de peso seco de

biomassa.

3.14.1.4 Determinagao da Vitamina B

A anadlise de quantificacdo da vitamina B, foi realizada utilizando-se a
metodologia sugerida pela AOAC (1997). Esta metodologia faz uso do método
fluorimétrico, com excitagdo em comprimento de onda de 444 nm e medida da
intensidade de fluorescéncia em 530 nm.

O resultado da leitura foi expresso em pg/mL de fermentado.
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3.14.1.5 Determinagao do peso seco de biomassa produzida

A quantidade de biomassa produzida foi determinada através do método
gravimétrico (Peso Seco).

Os tubos de centrifuga foram previamente pesados apds uma hora em estufa a
105 °C. Adicionou-se aos tubos as biomassas resultante do cultivo, e eles foram
colocados em estufa a 60 °C, por 24 horas. Apos este periodo, os tubos foram
pesados em balanga analitica.

O resultado da analise foi expresso em g de peso seco / L de fermentado.

Peso Seco (g/L) = (Peso Tubo com a Biomassa (g) — Peso Tubo vazio (g)) X 1.000/
Volume de fermentado utilizado (mL)

3.14.2 Microbiolégicas

3.14.2.1 Contagem celular / Viabilidade celular

A porcentagem de células vivas foi determinada por meio de exame a fresco da
suspensao de leveduras coradas com azul de metileno, de acordo com PIERCE
(1970) e ANTONINI (2004).

A determinagdo da viabilidade celular foi iniciada realizando-se a diluicdo
conveniente em um tubo de ensaio. Apdés a diluicdo, transferiu-se 0,3 mL da
suspensao para um tubo de ensaio e adicionou-se 0,3 mL da solucdo de azul de
metileno-citrato de soédio. Esta solugéo foi preparada adicionando-se 0,01 g de azul
de metileno e 2 g de citrato de sédio a 100 mL de agua destilada q.s.p.

A mistura foi entdo homogeneizada em um agitador de tubos, e um pequeno
volume da mesma foi transferido para cadmara de Neubauer (Figura 12) com o
auxilio de uma pipeta de Pasteur. Cobriu-se a cadmara de Neubauer com uma
laminula, e levou-se a mesma para contagem em microscoépio 6ptico em objetiva de
40 vezes (aumento de 400 X). Contou-se aproximadamente 40 células por campo ou

trés células por reticulo, escolhendo dois limites em cada quadrado, nos quais serao
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contadas as células que estao nos limites superior e lateral esquerdo do quadrado, e

desprezadas as do limite inferior e lateral direito.
As células coradas com o corante azul de metileno foram identificadas como

sendo mortas, enquanto que as que n&o adquiriram a pigmentacdo foram
classificadas como viaveis. Os resultados obtidos foram calculados utilizando as

seguintes formulas:

Viabilidade (%) = (Numero de células vivas / Namero total de células) X 100

NUmero total de células/mL = Nimero de células nos 25 campos X Diluigio X 10 *

FIGURA 12 — CAMARA DE NEUBAUER

| 0,700mm NEUBALER
' gieif:ﬁ ce IMPROVED
e
F'rofF:Jndeur'
| 0,0025mm2 l—q‘gﬁk

FONTE: WIKIPEDIA, 2007a.

3.14.2.2 Analise microscopica das células das leveduras

A observagdo da morfologia das células das leveduras foi realizada em

microscopio optico da marca Leica DMLS, com camera Sony Hyper HAD.
Uma gota da suspensao de células foi depositada sob uma Iamina de vidro com

auxilio de uma pipeta, e coberta com uma laminula. As células de levedura foram

observadas em aumento de 100 vezes no microscopio optico.
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3.15 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS SUBSTRATOS

Com o objetivo de se estabelecer as caracteristicas fisico-quimicas dos
substratos utilizados nos cultivos, que foram o melago de cana-de-agucar e do
melago de soja, determinou-se os teores de acgucares totais, agucares redutores,
solidos soluveis (° Brix), proteina, matéria graxa e zinco, conforme observado na

Tabela 8. As analises foram realizadas em duplicata.

TABELA 8 — METODOS UTILIZADOS NA CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS
SUBSTRATOS DAS FERMENTACOES

Determinagao Descrigao Método
Acucares totais Método espectrofotométrico de SOMOGYI (1945);
Somogyi-Nelson NELSON (1944)
Acucares redutores Método espectrofotométrico de SOMOGYI (1945);
Somogyi-Nelson NELSON (1944)
So¢lidos soluveis (° Brix) Método utilizando Refratdmetro -
Proteina Fragao protéica determinada INSTITUTO
indiretamente, a partir da ADOLFO LUTZ
determinagéo da concentragao de (1985)
nitrogénio pelo método de Kjedahl
Matéria Graxa (%) Determinagéo do teor de matéria AOAC (1997)
graxa foi realizada em extrator
Soxleth completo, utilizando-se éter
de petréleo para a extragao
Zinco (mg/kg) Determinacdo em aparelho AOAC (1997)
espectrofotbmetro de absorgéo
atbmica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS MELACOS

4.1.1 Melago de Cana-de-Agucar

Determinou-se a composi¢cao do melagco de cana-de-agucar, com o intuito de se
verificar a sua utilizagdo como substrato para o cultivo de leveduras, obtendo-se
assim uma biomassa rica em zinco organico.

O melaco de cana-de-agucar utilizado apresenta um teor alto de agucares nao
redutores, como por exemplo, a sacarose. Este tipo de agucares é a diferenca entre
acgucares totais e agucares redutores em sua composicéo. Este fato, porém, ndo ira
comprometer a atuacado deste residuo como fonte de carbono. A propor¢ao C/N
encontrada foi de 29,72.

Os resultados de agucares totais, aglcares redutores, sélidos sollveis (°Brix),
proteina e zinco, determinados para o melago de cana-de-agucar utilizado neste

trabalho sao apresentados na Tabela 9.

TABELA 9 - COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO MELACO DE CANA-DE-ACUCAR

Parametros Valores experimentais | Valores Teoricos
Acucares Totais (g/L) 540,98 522,00*
Acucares Redutores (g/L) 54,99 209,80*
Solidos Soluveis (°Brix) 59,5 42,80
Proteina (g/L) 45,5 43,7*

Zinco (mg/kg) 10,7 13,3 **

FONTE: * HENGEL LTDA, 2007.
** [CIDCA, 1999.
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4.1.2 Melago de Soja

O residuo industrial melago de soja também foi submetido a analises fisico-
quimicas, com o objetivo de ser aplicado como fonte de carbono nos experimentos
de cultivo com leveduras para a produgéo de biomassa rica em zinco organico.

Apesar do melago de soja utilizado nos experimentos apresentar um valor de
acucares totais (354,71 g/L) abaixo do valor encontrado em literatura (483,00 g/L),
assim como o teor de °Brix, que foi de 65,0, o mesmo ainda esta adequado para
uso, pois pode ser considerado uma fonte rica de carbono (UNITED STATES
SUGAR CORPORATION, 2007). Além disso, possui alto teor de proteinas em sua
composic¢ao, cerca de 94 g/L, o que tem grande importancia, sendo que este fator
pode influenciar positivamente o acumulo de zinco pela biomassa produzida. A
proporgcao C/N deste residuo foi de 15,10.

Os resultados de agucares totais, aglcares redutores, sélidos soltveis (°Brix),
proteina, matéria graxa e zinco, determinados para o melago de soja estdo descritos
na Tabela 10.

TABELA 10 - COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO MELACO DE SOJA

Parametros Valores Valores tedricos
experimentais

Acucares Totais (g/L) 354,71 483,00

Acucares Redutores (g/L) 188,14 115,00*

Solidos Soluveis (°Brix) 65,0 86,0

Proteina (g/L) 94,4 63,1*

Matéria Graxa (%) 21,2 -

Zinco (mg/kg) 6,5 8,0*

FONTE: *UNITED STATES SUGAR CORPORATION, 2007.

4.2 SELECAO DAS CEPAS

O cultivo de SCP em meio com zinco utilizando leveduras oferece muitas

vantagens em relagdo a outros microrganismos. Entre elas estdo: sua capacidade
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de assimilar grande variedade de substratos, suas altas velocidades de crescimento
e a facilidade de separacédo de sua biomassa (ICIDCA, 1999). Além disso, elas s&o
citadas na literatura como possuindo a habilidade de acumular esses metais em
suas células, quando em crescimento em um meio contendo uma elevada
quantidade de cations metalicos (VOLESKY, 1990).

Cinco cepas de leveduras, pertencentes aos géneros Saccharomyces,
Kluyveromyces e Pichia, citados na literatura como produtores de SCP para
consumo animal e humano, foram avaliadas (BEKATOROU et. al, 2006).

O meio de cultivo utilizado foi elaborado com base nos experimentos realizados
com Saccharomyces cerevisiae em meio rico em zinco desenvolvido por STEHLIK-
THOMAS et al. (2004). As concentragdes de ZnSO, testadas foram 0,05; 0,1; 0,2 e
0,5 g/L.

Os principais fatores levados em conta foram a sua capacidade de acumular
zinco em sua célula, através de mecanismos de adsorgcao e absorgcio; e a produgao
de biomassa em meios de cultivo com alta concentragdo de ZnSQO4 (0,05; 0,1; 0,2 e
0,5 g/L). Na tabela 11 pode-se observar os valores obtidos de peso seco e zinco
acumulado por todas as cepas estudadas.
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TABELA 11 — RESULTADOS DE PESO SECO E ZINCO ACUMULADO PELAS CINCO
CEPAS ESTUDADAS (TEMPO = 120 HORAS)

Concentragoes de ZnSO, adicionadas (g/L)
Cepas 0,0 0,05 0,1 0,2 0,5
S. cerevisiae NRRL | Peso Seco (g/L) 8,24 10,02 9,56 9,79 10,01
YB 2293 Zinco acumulado 0,0105 139,34 492,30 602,33 1075,67
(mg/kg)
S. cerevisiae Peso Seco (g/L) 7,00 6,78 6,70 7,09 9,06
NRRL Y2034 Zinco acumulado 0,0051 48,79 90,49 1023,14 1412,67
(mg/kg)
K. marxianus Peso Seco (g/L) 6,10 7,20 6,81 6,56 7,01
NRRL Y8281 Zinco acumulado 0,0049 50,06 84,01 87,90 89,31
(mg/kg)
Komagataella Peso Seco (g/L) 7,29 7,72 6,96 6,95 7,67
(Pichia) pastoris Zinco acumulado 0,0113 148,09 175,91 900,10 1595,54
NRRL Y1603 (mg/kg)
Pichia Peso Seco (g/L) 8,03 8,06 8,28 9,58 9,83
guiliiermonddi Zinco acumulado 0,0207 713,86 1880,43 3698,68 6820,38
Wickerham NRRL | (mg/kg)
Y21063

E possivel observar que a cepa com maior aciumulo deste metal, apés o tempo
de cultivo de 120 horas, e em um meio de cultivo com concentragéo de 0,5 g/L de
ZnS0Oy, é a Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063. Ela produziu biomassa
com o maior teor de zinco acumulado, que foi de 6.820 mg/kg de peso seco de
biomassa. Também foi percebido que, conforme a concentracdo de ZnSO4
adicionado ao meio de cultivo foi sendo aumentada nos testes realizados com esta
cepa, aumentou também a concentragao deste metal acumulado pela sua biomassa.
Em todas as concentragcbes de ZnSO, adicionadas, a cepa Pichia guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063 foi aquela que apresentou o maior acumulo de zinco,
conforme demonstrado na figura 13.

Com relacdo ao peso seco, a Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
também apresentou bons resultados, apresentando valores proximos a produgao do
S. cerevisiae YB 2293, que foi a cepa de levedura que demonstrou maior peso seco. Nem
sempre se obteve o maior acumulo de zinco coincidindo com o maior peso seco.

Uma baixa concentragao de zinco foi encontrada nos testes realizados com 0,0
g/L de ZnSO4, pois 0 melago de cana-de-agucar possui zinco em sua composic¢ao,
conforme analise realizada no item 4.1.1.

As demais cepas ndo demonstraram uma boa capacidade de acumulo de zinco
em sua biomassa em 120 horas de cultivo, sendo que a cepa K. marxianus NRRL
Y8281 obteve os menores valores de retencéo de zinco na biomassa — no tempo de
cultivo de 120 horas a concentragcdo de zinco acumulado foi de apenas 89 mg/kg.
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Estas cepas que ndo foram boas acumuladoras de zinco podem ter identificado as
altas concentragcdes de zinco como um fator inibidor para o seu crescimento celular.
Logo, a célula da levedura ira oferecer mecanismos de resisténcia a entrada deste
metal no interior da mesma.

A Figura 13 apresenta os resultados obtidos referentes ao teor de zinco
acumulado na biomassa das cepas de leveduras estudadas. O tempo de 120 horas
de cultivo foi escolhido para a analise do teor de zinco acumulado pela biomassa
das cepas estudadas, para possibilitar a ocorréncia do processo de bioacumulacao,
isto €, a captura do metal pelo microrganismo tanto na forma passiva quanto na

forma ativa.

FIGURA 13 — ZINCO ACUMULADO PELA BIOMASSA PRODUZIDA, EM RELAGCAO A
QUANTIDADE DE ZnSO4 ADICIONADO AO MEIO DE CULTIVO (TEMPO
DE CULTIVO DE 120 HORAS)
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E importante salientar que a produgdo de biomassa de levedura enriquecida
com zinco através de fermentacado liquida € pouco comentada na literatura, sendo
que as espeécies Pichia e Kluyveromyces nunca foram citadas para este fim. Para o
enriquecimento de leveduras com zinco, STEHLIK-THOMAS et al. (2004), utilizaram
as seguintes condigbes otimas para a produgcdo em batelada de biomassa rica em
zinco de S. cerevisiae: temperatura de 30 °C, pH de 5,0, sob agitagdo de 150 rpm, e

com uma adi¢do de ZnSO, de 0,1 g/L.
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Quando analisada a porcentagem de zinco presente no meio de cultivo que foi
realmente retida pela biomassa de levedura (vide figura 14), apos 120 horas de
cultivo, em um meio de cultivo com 0,5 g/L, a cepa Pichia guilliermondii Wickerham
NRRL Y 27063 reteve 9,97 % do zinco presente no meio (ver Figura 14).

FIGURA 14 - PORCENTAGEM DE ZnSO, ADICIONADO AO MEIO DE CULTIVO
ACUMULADO PELA BIOMASSA PRODUZIDA (TEMPO DE CULTIVO DE
120 HORAS, CONCENTRACAO DE ZnSO4ADICIONADA = 0,5g/L)
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Com relagcdo a influéncia do metal sobre a produgdo de biomassa, foram
observadas as evolugdes da biomassa produzida pelas cepas estudadas, durante
120 horas de cultivo, utilizando diferentes concentragdes de ZnSO4 no meio. O
intuito foi avaliar se o zinco pode influenciar negativa ou positivamente o crescimento
celular das 5 cepas estudadas, pois a literatura comenta sobre limitagdes praticas
para a captura de metais utilizando células vivas, como a sensibilidade do sistema a
altas concentragdes de metal/sal (RADISKY e KAPALN, 1999).

As figuras 15, 16 e 17 ilustram o comportamento das cepas de leveduras K.
marxianus NRRL Y8281, S. cerevisiae NRRL YB 2293 e S. cerevisiae NRRL Y2034
nas condi¢des de cultivo estabelecidas, sob diferentes concentragbes de ZnSO;4 (0;
0,05; 0,1; 0,2; e 0,5 g/L). Pode-se observar que o comportamento das trés cepas é
bastante similar: a concentracido de agucares totais consumidos nos trés casos
atingiu valores proximos a 0,0 g/L em 24 horas de cultivo; e o crescimento celular
alcangou concentracdo maxima de biomassa em 24 horas de cultivo. Os valores

maximos de produgcdo de biomassa obtidos foram os seguintes: 10,09 g/L (K.
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marxianus NRRL Y8281, no tempo 24 horas, com presenga de 0,5 g/L de ZnSOy),
10,23 g/L (S. cerevisiae NRRL Y2034, no tempo 24 horas, com presenga de 0,5 g/L
de ZnS0Oy), e 10,49 g/L (S. cerevisiae NRRL YB 2293, no tempo 24 horas, com
presencga de 0,2 g/L de ZnSOy).

N&o foi observada influéncia negativa do zinco sob o crescimento celular em
nenhuma das trés cepas. As leveduras K. marxianus NRRL Y8281 e S. cerevisiae
YB 2293, ao contrario, tiveram as menores concentragdes de biomassa produzida

em meio de cultivo com auséncia de zinco (0,0 g/L de ZnSO,).

FIGURA 15 — PRODUCAO DE BIOMASSA PELA LEVEDURA Kiuyveromyces marxianus
NRRL Y8281 COM ADICAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE
ZNSO,AO MEIO DE CULTIVO
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FIGURA 16 — PRODUCAO DE BIOMASSA PELA LEVEDURA Sacharomyces cerevisiae
NRRL Y2034 COM ADICAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE

ZNSO, AO MEIO DE CULTIVO
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FIGURA 17 — PRODUCAO DE BIOMASSA PELA LEVEDURA Sacharomyces cerevisiae
NRRL YB 2293 COM ADICAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE

ZNSO, AO MEIO DE CULTIVO
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E possivel observar na figura 18 que a cepa de levedura Komagataella (Pichia)
pastoris NRRL Y1603 apresentou um comportamento bastante peculiar: ela nao foi

capaz de metabolizar todos os acgucares presentes no meio de cultivo, consumindo
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apenas cerca de 30% dos agucares disponiveis. Isto pode ser justificado pelo fato de
esta espécie ndo possuir a habilidade de fermentar o agucar sacarose, consumindo
apenas a glicose presente no meio de cultivo nos testes realizados (KURZMAN e
FELL, 1998). O crescimento celular foi influenciado pelo baixo consumo de agucares
presentes no meio do microrganismo: a maior concentracdo de biomassa produzida
por esta levedura foi de 7,72 g/L, no tempo de 120 horas, em um meio com
concentragao de 0,05 g/L de ZnSOa,.

FIGURA 18 - PRODUGAO DE BIOMASSA PELA LEVEDURA Komagataella (Pichia)
pastoris NRRL Y 1603 COM ADICAO DE DIFERENTES
CONCENTRAGOES DE ZNSO,AO MEIO DE CULTIVO
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A cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y27063 apresentou uma
velocidade de metabolizagdo dos acgucares totais presentes no meio de cultivo mais
lenta que as demais cepas: as concentragdes atingiram valores proximos a 0 com 48
horas de cultivo. Além disso, a velocidade de crescimento celular também se
apresentou menor nesta cepa, sendo que a maior concentracdo de biomassa — 9,83
g/L - foi alcangada com 120 horas de cultivo, em meio contendo 0,5 g/L de ZnSO,.
N&o foi observada influéncia negativa do zinco sob o crescimento celular (ver figura
19).
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FIGURA 19 — PRODUCAO DE BIOMASSA PELA LEVEDURA Pichia guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063 COM ADICAO DE DIFERENTES
CONCENTRACOES DE ZNSO,AO MEIO DE CULTIVO
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Logo, a cepa de levedura selecionada para os testes posteriores de produgéo
de biomassa rica em zinco organico foi a Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y
27063, pois ela apresentou a maior retengdo deste metal em sua célula (6.820
mg/kg) entre todas as cepas testadas. O valor da concentragdo de ZnSO4 no meio
de cultivo pode ser elevado nos préximos testes com a cepa Pichia guilliermondii

Wickerham NRRL Y 27063, ja que ele ndo inibe seu crescimento celular.

4.3 TESTE DO ACUMULO DO ZINCO X TEMPO DE CULTIVO

Neste experimento avaliou-se, em um cultivo celular de 120 horas, o tempo em
que ocorria o maior acumulo de zinco pela biomassa da levedura. A cepa utilizada
foi a Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063, que reteve em sua biomassa a
maior concentragao de zinco, conforme detectado em testes realizados no item 4.2.

O meio de cultivo utilizado foi o mesmo utilizado no teste de selegao de cepas
(item 4.2).A concentragdo de ZnSO, adicionada no meio de cultivo foi fixada em 0,5
g/L, visto que a cepa selecionada Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063

demonstrou boa resisténcia a altas concentragdes de zinco no meio de cultivo nos
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experimentos realizados no item 4.2. Os tempos de crescimento estudados foram:
24,48, 72, 96, e 120 horas.

Observou-se que até 72 horas de cultivo, a cepa Pichia guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063 permaneceu com uma baixa taxa de acumulo de zinco
em sua biomassa. Porém, apods este periodo, o acumulo do zinco pelas células
passou a aumentar, atingindo a concentracdo de 7.997 mg/kg de peso seco de
biomassa produzida em 120 horas de cultivo (ver figura 20).

O periodo de acumulo de zinco pela biomassa até 72 horas poderia ser
caracterizado com a presenca do mecanismo de biosor¢do ou captura passiva,
enquanto que o periodo seguinte a este poderia apresentar a presenga de tanto o
mecanismo de biosor¢do, como também o de absor¢ao, ou captura ativa. Porém isto
nao pode ser afirmado enquanto ndo forem elaboradas as metodologias para a
separacgao e quantificacao das diferentes espécies de zinco presentes na biomassa

produzida. Estas metodologias serdo desenvolvidas posteriormente no item 4.6.

FIGURA 20 — ZINCO ACUMULADO NA BIOMASSA PRODUZIDA EM RELACAO AO
TEMPO DE CULTIVO
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Ao avaliar-se a porcentagem do zinco presente no meio de cultivo que foi
acumulada pelas cepas estudadas, a cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y
27063 atingiu 15,57% de retengcdo deste metal na biomassa, apés 120 horas de

cultivo, conforme a figura 21.
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FIGURA 21 — PORCENTAGEM DE ZNSO, ADICIONADO AO MEIO DE CULTIVO QUE FOI
EFETIVAMENTE ACUMULADO PELA BIOMASSA PRODUZIDA AO LONGO
DO TEMPO DE CULTIVO
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Logo, entre os tempos de cultivo estudados, a concentragdo maxima de zinco
encontrada na biomassa foi ocorreu no tempo de 120 horas. Este tempo de cultivo
sera utilizado nos proximos testes como tempo maximo, porém uma cinética do

cultivo deve ser realizada posteriormente, com uma duragdo maior de tempo, para

avaliar-se a necessidade do aumento do mesmo durante o cultivo.

4.4 TESTE DA ADAPTACAO DA CEPA DE P. guilliermondii Wickerham NRRL
Y27063 EM MEIO CONTENDO DIFERENTES CONCENTRACOES DE ZINCO

Neste experimento foi avaliada a capacidade de armazenamento de zinco da
levedura P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 adaptada ao zinco, e da
mesma levedura ndo adaptada a este metal.

A cepa adaptada foi inoculada inicialmente em um tubo de ensaio com 10 mL
de meio YM liquido, com concentragcédo de 0,05 g/L de ZnSO4. Apds ser atingida a
concentragdo na ordem de 1 x 10" a 1 x 10® células/mL neste inéculo, verificada
através de meétodo descrito no item 3.14.2.1, 10% do volume deste in6culo foi
transferido para outro tubo de ensaio, contendo o meio YM liquido na concentragao
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de 0,1 g/L de ZnSO4. O aumento progressivo da concentragdo do metal no meio de
cultivo YM liquido foi realizado conforme descrito acima, nas concentragdes 0,2 g/L
e 0,5g/L.

O meio de cultivo utilizado em todos os testes foi o mesmo utilizado nos testes
de selegcédo de cepas (item 4.2) e determinagdo do tempo de cultivo, nas mesmas
condicgdes de cultivo.

Com o intuito de avaliar se 0 método de Semeadura € eficiente no aumento da
capacidade de acumulo do metal zinco em leveduras, varias caracteristicas foram
acompanhadas. Elas foram: o numero de células viaveis/mL do meio de cultivo, a
morfologia das células em microscépio optico, além da quantidade acumulada de
zinco pela biomassa e o0 peso seco da biomassa produzida.

O numero de células viaveis/mL inoculadas no tempo 0 horas nos experimentos
com células adaptadas da levedura foi de 1,07 x 107, enquanto que nos testes com
células ndo adaptadas esta taxa foi de 1,09 x 10 células viaveis/mL.

Nas figuras 22 e 23, é possivel observar que as células ndo adaptadas ao zinco
deste microrganismo atingiram concentra¢des superiores de células viaveis/ mL de
meio do que as células da mesma levedura adaptadas ao zinco. Este fato ocorreu
especialmente nos testes com adigao de 0,05; 0,1 e 0,2 g/L de ZnSO4 ao meio. A
concentracéo celular maxima de células ndo adaptadas foi de 1,15 x 10° células/ mL
de meio de cultivo, no teste com adicdo de 0,05 g/L de ZnSO4, apos 54 horas de
cultivo. Em concentragdes iguais ou acima de 0,5 g/L, tanto nos testes com células
nao adaptadas, como os com células adaptadas, foi percebida uma diminuicao
significativa na concentragdo de células viaveis no meio de cultivo.

Na figura 22 pode-se visualizar que a viabilidade das células n&o adaptadas
comeca a se estabilizar apds 60 horas de cultivo, o que coincide com o tempo onde
se inicia um maior acumulo de zinco. Pode existir uma correlacdo entre estes dois
processos, onde o0 mecanismo de acumulo do zinco existente poderia ser
aumentado ap6s um periodo de produgao intensa de células viaveis no cultivo

celular.
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FIGURA 22 - NUMERO DE CELULAS \[IAVEIS/ ML DE MEIO DE CULTIVO NOS TESTES
UTILIZANDO A CEPA NAO ADAPTADA DE Pichia guilliermondii Wickerham

NRRL Y 27063
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FIGURA 23 - NUMERO DE CELULAS VIAVEIS/ ML DE MEIO DE CULTIVO NOS TESTES
UTILIZANDO A CEPA ADAPTADA DE Pichia guilliermondii Wickerham NRRL

Y 27063
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DE SILONIZ et al. (2002), ao fermentar a P. guilliermondii com cobre, a fim de
obter uma biomassa enriquecida com este metal, observaram que as células nao
adaptadas ao cobre possuiam taxas de crescimento menores do que as células
adaptadas, quando a concentragcdo deste metal era aumentada no meio de cultivo.
Além disso, perceberam que a fase lag das células ndo adaptadas em altas

concentragdes de cobre apresentou-se mais longa.
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Nas imagens visualizadas em microscoépio 6ptico, em aumento de 100 vezes,
ao longo do tempo de cultivo, observou-se que as células ndo adaptadas ao zinco
apresentaram estruturas semelhantes a vacuolos, que sao responsaveis pelo
acumulo de metais. A freqiéncia de aparecimento destes vacuolos esta diretamente
relacionada com a concentracdo do metal adicionada ao meio de cultivo. Quando
avaliada a influéncia do tempo de cultivo no surgimento dos vacuolos, foi percebido
que a presenga destas organelas esta diretamente relacionada com o tempo. Ou
seja, quanto maior o tempo de cultivo, maior a quantidade de vacuolos presentes.
Todos os testes realizados com células ndo adaptadas adicionados de ZnSO,
apresentaram vacuolos em grande quantidade apds 120 horas de cultivo. Na figura
24 é possivel visualizar uma foto tirada no microscopio 6ptico do teste com células
nao adaptadas ao ZnSO4 de Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063, com
adicao de 1,0 g/L de meio de cultivo, apdés 120 horas de cultivo.

FIGURA 24 — VISUALIZAGAO EM MICROSCOPIO OPTICO DE CELULAS NAO
ADAPTADAS DE Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 AO
ZINCO, APOS 120 HORAS, COM ADICAO DE 1,0 g/l DE ZnSO, AO
MEIO DE CULTIVO (EXAME A FRESCO — AUMENTO DE 100X)
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Ja os testes realizados com células adaptadas ao zinco apresentaram células
sem a presenca aparente ou com muito poucos vacuolos, sendo que 0s raros
presentes surgiram apos longo tempo de cultivo — apds 56 horas — e em testes com
adicao de concentragbes acima de 0,1 g/L de ZnSO4 no meio de cultivo. As células
se mostraram mais alongadas, quando comparadas com as nao adaptadas. A figura
25 mostra o aspecto das células de Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
adaptadas ao zinco, com adi¢ao de ZnSO4 de 1,0 g/L no meio de cultivo, apos 120
horas de cultivo.

FIGURA 25 — VISUALIZACAO EM MICROSCOPIO OPTICO DE CELULAS ADAPTADAS
DE Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 AO ZINCO, APOS 120
HORAS, COM ADIGAO DE 1,0 g/L DE ZnSO, AO MEIO DE CULTIVO
(EXAME A FRESCO — AUMENTO DE 100X)

Mudangas morfolégicas em resposta a metais pesados foram citadas pela
literatura, como aquelas envolvendo estruturas de reprodu¢do ou o comprimento de
micélios em fungos filamentosos, ou a inibicdo do desenvolvimento do micélio.
Quando DE SILONIZ et al. (2002) compararam a morfologia das células controle
sem adaptacdo com a das adaptadas, varias diferencas foram percebidas. As

células ndo adaptadas, ao serem fermentadas em meio de cultivo com presenca de
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cobre, formaram uma forma filamentosa, sem a forma unicelular. Além disso, foi
observada uma mudanga para a coloragdo verde das culturas. Ja as células
adaptadas ndo apresentaram a formacao de filamentos, e eram apenas unicelulares,
guando cultivadas em meio com cobre.

Na figura 26, € possivel visualizar a capacidade de acumulo de zinco das
células adaptadas e nao adaptadas da Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y
27063. Este ultimo grupo obteve concentracées bem maiores de acumulo de zinco
do que as células adaptadas a este metal. O valor maximo obtido pelos testes com
células ndo adaptadas foi de 10.848 mg/kg de peso seco de biomassa, no teste com
adicdo de ZnSO4 de 1,0 g/L de meio de cultivo. Ja nos testes realizados com as
células da levedura adaptadas ao zinco, o valor maximo alcangado foi de 4.988
mg/kg, no teste com adi¢do de ZnSO4de 0,5 g/L de meio de cultivo.

FIGURA 26 — QUANTIDADE DE ZnSO, ADICIONADA AO MEIO DE CULTIVO VERSUS A
QUANTIDADE ACUMULADA DE ZINCO PELAS CEPAS NAO ADAPTADAS
E ADAPTADA DE Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
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Os dados obtidos nos experimentos sdo diferentes dos resultados encontrados
por DONMEZ e AKSU (2001), que obtiveram uma capacidade especifica de
retencdo do metal e a sua remogao (%) pelas células adaptadas de Candida spp
maior do que a das ndo adaptadas em todas as concentracdes testadas.

Ja PONCE DE LEON et al., 2002, ao enriquecer a levedura S. cerevisiae com

selenito de sddio, percebeu que o uso da técnica de semeadura das células antes
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da inoculagdo inibiu o crescimento celular, contanto, n&o influenciou na
concentragao de selénio na célula.

Em um estudo com enriquecimento de cromo em leveduras, a semeadura
permitiu uma maior retengdo do cromo nas células tratadas do que nas nao tratadas
(HEGOCZKI et al., 1997).

O peso seco obtido de biomassa também foi influenciado pelo tratamento de
semeadura. Os tratamentos com células ndo adaptadas obtiveram maior producao
de biomassa de levedura em todas as concentragcdes de zinco adicionadas ao meio
de cultivo — sendo a melhor produgdo ocorreu no teste com adicdo de 0,2 g/L de
ZnS0q4, que foi de 10,45 g/L. Foi percebida uma diminuicdo no valor de peso seco do
teste com células n&o adaptadas com adicdo de ZnSO4 de 1,0 g/L de meio de

cultivo, conforme a figura 27.

FIGURA 27 — QUANTIDADE DE ZnSO4 ADICIONADA AO MEIO DE CULTIVO VERSUS O
PESO SECO OBTIDO DE BIOMASSA DAS CEPAS NAO ADAPTADA E
ADAPTADA DE Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
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As células ndo adaptadas de Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
acumularam uma maior concentragdo de zinco em sua biomassa (10.848 mg/kg em
presencga de 1,0 g/L de ZnSQO,), além de obterem um maior peso seco em todas as
concentragbes de ZnSO, testadas, e uma maior viabilidade celular em todos os
tempos avaliados. Esta condicdo deve ser mantida nos testes posteriores.

O aumento do acumulo de zinco pela biomassa, quando comparado com o

teste de selegao de cepas (6.820 mg/kg) foi de cerca de 59%.
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4.5 OTIMIZACAO DAS CONDIGOES QUIMICAS E FiSICAS DA PRODUCAO DE
BIOMASSA RICA EM ZINCO ORGANICO

4.5.1 Fonte de carbono

Neste experimento foi avaliada a melhor fonte de carbono a ser utilizada pela
cepa P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 ndo adaptada durante a producao
de biomassa rica em zinco. Dois residuos agricolas, utilizados como fontes de
carbono, foram testados: melago de cana-de-agucar e melago de soja. Os melagos
de cana-de-agucar e de soja foram adicionados ao meio de cultivo nas
concentragdes 5, 10 e 15 °Brix.

A cepa ndo adaptada ao zinco de P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063
foi utilizada nos testes, pois obteve melhores resultados de acumulo de zinco no
teste descrito no item 3.10.1.

Estudou-se o efeito das fontes de carbono sobre a quantidade de zinco
acumulada na biomassa obtida. Percebeu-se que o aumento na concentragado de
°Brix, tanto nos testes realizados com melago de soja, como nos utilizando melago
de cana-de-agucar, influenciou negativamente a retengdo do metal na biomassa da
levedura. Isto pode ser explicado por uma alta concentragao de solidos no meio de
cultivo interferir no mecanismo de transporte do metal presente no meio para a
célula, inibindo assim seu acumulo.

Os testes realizados tanto com 5 °Brix de melago de soja, como com 5 °Brix de
melago de cana-de-agucar obtiveram os melhores resultados de acumulo de zinco,

com 17.956 e 13.028 mg/kg, respectivamente (vide figura 28).
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FIGURA 28 — QUANTIDADE DE ZINCO TOTAL ACUMULADA PELA BIOMASSA
PRODUZIDA VERSUS ©°BRIX DAS FONTES DE CARBONO
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E possivel observar, quando levada em conta a quantidade de zinco acumulada
pela biomassa produzida, que o melago de soja € uma melhor fonte de carbono que
o melago de cana-de-agucar. Isto pode ser justificado pelo maior teor de proteina
presente nesta matéria-prima, que servira como fonte de nitrogénio organico para o
microrganismo produzir aminoacidos em sua ceélula. Os aminoacidos irdo formar
ligagdes com os ions Zn**, produzindo o zinco organico. A adicdo de extrato de
levedura com fonte de nitrogénio organico é importante para aumentar o acumulo de
zinco pela levedura, porém por possuir alto custo, tem sua adicdo ao meio de cultivo
restrita.

Nao existem relatos na literatura de uso de melaco de cana-de-agucar e de
melago de soja na produgao de biomassa de levedura rica em zinco, utilizando-se a
fermentacao liquida. STEHLIK-THOMAS et al. (1997, 2004) utilizaram o melago de
beterraba em seus estudos, residuo este comum na Europa, no cultivo de S.
cerevisiae para a produgao de biomassa rica em zinco, aplicando este tipo de
fermentagdo. O uso destes subprodutos agroalimentares no meio de cultivo é de
extrema importancia, pois utiliza substratos de baixo custo para produzir uma
substancia com alto valor agregado.

Ao estudar-se qual a influéncia de diferentes fontes e concentragbes de
carbono sobre a producdo de biomassa pela levedura Pichia guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063, observou-se que os testes realizados com melago de
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soja alcangaram produgdes de biomassa melhores (11,47; 13,44 e 15,26 g/L, para
os testes com 5, 10 e 15 °Brix, respectivamente) do que os realizados com melago
de cana-de-agucar (9,76; 8,00 e 7,76 g/L, para os testes com 5, 10 e 15 °Brix,
respectivamente). O melhor peso seco obtido de biomassa foi no teste com meio de
cultivo a 15° Brix de melaco de soja, com produgéo de 15,26 g/L (ver figura 29).

FIGURA 29 — PESO SECO DA BIOMASSA PRODUZIDA VERSUS °BRIX DAS FONTES
DE CARBONO ADICIONADAS
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A maior produtividade de biomassa utilizando o melago de soja pode ser
justificada por uma propor¢do C:N mais equilibrada existente no meio para o
microrganismo, 0 que gera maior crescimento celular, e consequentemente, maior
peso seco. Conforme sua concentragao foi aumentada no meio, forneceu-se para o
microrganismo maiores quantidades de fonte de carbono e de nitrogénio organico,
ambas em uma proporgao mais equilibrada.

As fontes de carbono Melago de soja a 5°Brix e Melago de Cana-de-Agucar a
5°Brix permitiram um maior acimulo de zinco pela biomassa produzida, por
possuirem uma menor concentragao de sélidos em sua composic¢ao. Elas devem ser
exploradas nos proximos testes.

O aumento do acumulo de zinco pela biomassa, quando comparada a maior
concentragdo de acumulo de zinco obtida neste teste com o valor obtido no teste de
selegao de cepas (6.820 mg/kg), foi de cerca de 163 %.
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4.5.2 Fonte de nitrogénio organico

Neste experimento foram testadas trés matérias-primas como o intuito de
encontrar a melhor fonte de nitrogénio organico para o acumulo do zinco pela cepa
P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 n&o adaptada. Foram testadas as
seguintes fontes de nitrogénio: Extrato de Levedura (10,0 g/L), Peptona Caseinada
(8,0 g/L), e Caldo Triptona de Soja (8,0 g/L), todas estas fontes ricas de proteinas.

Também foram testados novamente os dois residuos industriais que sao fonte
de carbono - melago de cana-de-agucar e melago de soja — sendo ambos utilizados
na concentragdo de 5° Brix, concentragdo esta onde foram obtidos os melhores
resultados de acumulo de zinco pela biomassa no teste realizado no item 4.5.1.

Quando avaliada a quantidade de zinco acumulada pelas biomassas obtidas
nos testes, os melhores resultados obtidos foram nos testes utilizando 5 °Brix de
melago de soja com fonte de carbono, e a maior concentragdo alcangada foi de
10.128 mg/kg de biomassa, com a adi¢cao de extrato de levedura ao meio de cultivo
(ver figura 30). Isto pode ser devido ao fato de esta fonte de nitrogénio poder conter
maior quantidade dos aminoacidos que se ligam mais facilmente ao zinco, como os
aminoacidos sulfurados e a glicina (SPEARS, 1996; SPEARS, 1989; KESSLER et
al., 2003). Estas moléculas sao os principais ligantes do zinco na célula, formando-
se assim o zinco organico. Porém para poder afirmar isto com certeza seria
necessario realizar uma analise da composicdo dos aminoacidos presentes em cada

um dos ingredientes utilizados como fonte de nitrogénio organico.
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FIGURA 30 — QUANTIDADE DE ZINCO ACUMULADA PELA BIOMASSA PRODUZIDA
VERSUS A FONTE DE NITROGENIO ORGANICO ADICIONADA
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Ao analisar-se a variavel Peso Seco de biomassa produzida, a fonte de
carbono melago de soja, a 5°Brix, alcangou melhores valores do que o melago de
cana-de-agUcar, também com o mesmo valor de °Brix, com excegdo do extrato de
levedura, onde a produgao foi igual. A melhor fonte de nitrogénio orgéanico sob esta
condigdo foi o caldo triptona de soja, com 10,68 g de peso seco de biomassa

produzida por litro de fermentado (ver figura 31).

FIGURA 31 - PESO SECO DA BIOMASSA PRODUZIDA VERSUS FONTE DE
NITROGENIO ORGANICO ADICIONADA
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As melhores condi¢gdes encontradas nestes experimentos para a producéo de
biomassa rica em zinco orgéanico foram de 5 °Brix para a fonte de carbono melago

de soja, e de 10 g/L para a fonte de nitrogénio orgénico Extrato de Levedura.

4.5.3 Delineamento experimental
4.5.3.1 Planejamento Fatorial Fracionario 2 *

Neste experimento foi aplicado o planejamento fatorial fracionario como
ferramenta na selegdo das variaveis significativas na produgdo de cultivo da
levedura P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 ndo adaptada ao zinco. Para a
otimizagdo das condi¢gdes de producdo de biomassa rica em zinco foi utilizado o
planejamento fatorial fracionario 2 ®* permitindo o estudo da influéncia de 8
variaveis independentes com 16 ensaios.

Foram avaliadas oito variaveis independentes (concentragdo de ZnSOy,
concentragdo de MgSO4, concentragdo de KH,PO4, concentragdo de Extrato de
Levedura; °Brix adicionados da fonte de carbono (na forma de melago de soja),
concentragédo de Fex(SO4)s3, tempo de adi¢do da solugédo de ZnSO4 no fermentado, e
pH), com relagdo a variavel dependente concentragdo de zinco acumulado pela
biomassa.

BRADY e DUNCAN (1994) demonstraram que a captura de ions divalentes
pela S. cerevisiae é significativamente reduzida abaixo do pH 5,0. Um baixo pH pode
aumentar a mobilidade do metal, enquanto que em pHs préximos ou acima da
neutralidade, existe a tendéncia de formacdo de éxidos insoluveis, hidroxidos e
carbonatos. Logo, as variaveis independentes pH e concentragdo de KH,PO,4 foram
avaliadas.

As condigbes nutricionais do meio de cultivo influenciam na capacidade de
biosorcdo de metais pesados do S. cerevisiae. ENGL e KUNZ (1995) descobriram
gue a maior adsor¢cado do zinco a biomassa de S. cerevisiae ocorre quando esta é
obtida através de cultivo com meio suplementado com fosfato, o qual gerou uma alta
seletividade para este metal. O metal liga-se ao ligante fosforo presente na molécula
de fosfato. Logo, foi testado o sal KH2PO4 nos experimentos.
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As concentragdo de MgSO4 e de Fey(SO4)3 foram avaliadas, porque existem
poucos relatos na literatura de estudos sobre a relagdo entre os diferentes
mecanismos e/ou niveis relativos de captura de metal ou toxicidade com as
caracteristicas quimicas dos metais estudados. A concentracdo de MgSO, foi
aumentada em 10 vezes por motivo de relato em literatura de que o magnésio tem
como fungado ativar diversas enzimas na glicélise e membrana ATPases, além de
regular o nivel intracelular de metais. DE OLIVEIRA (2006) utilizou 4,0 g/L de MgSO4
no meio de cultivo para produgdo de biomassa rica em organoselénio. Ja a adigao
de Fex(SO4); € justificada por resultados obtidos pela patente US 4.764.633
(ANDERSON e ANDERSON, 1998), que afirma que o ion férrico, na presenga do
ZnSQOy4, auxilia na solubilizacdo do sal de zinco, a0 mesmo tempo que aumenta
a formacao de complexos entre 0 ZnSO4 e 0s aminoacidos presentes no meio.

Ja as variaveis Concentragdo de Extrato de Levedura e °Brix adicionados do
melago de soja foram testadas, pois a concentragcédo de nitrogénio organico presente
nestas matérias primas pode influenciar positivamente o acumulo de zinco.

Os resultados obtidos para a variavel de resposta, concentragcdo de zinco na
biomassa, assim como os valores reais dos fatores em cada ensaio deste

experimento estdo na Tabela 12.
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TABELA 12 — PLANEJAMENTO FRACIONARIO 2%* PARA A PRODUCAO DE BIOMASSA
RICA EM ZINCO ORGANICO

Variavel
Fatores experimentais de

Ensaio resposta
1 2 3 4 5 6 7 8 Zinco

(glL) | (glL) | (glt) | (glL) | (°Brix) | (g/L) (h) (mg/kg)
1-17 2,5 5,0 10,0 10,0 10 0,1 24 7,0 9.248
2-18 2,5 5,0 10,0 5,0 5 0,0 24 6,0 15.659
3-19 2,5 5,0 50 10,0 5 0,0 0 7,0 16.940
4-20 2,5 5,0 50 5,0 10 0,1 0 6,0 12.948
5-21 2,5 0,5 10,0 10,0 5 0,1 0 6,0 24.982
6-22 2,5 0,5 10,0 5,0 10 0,0 0 7,0 10.295
7-23 2,5 0,5 5,0 10,0 10 0,0 24 6,0 7.498
8-24 2,5 0,5 50 5,0 5 0,1 24 7,0 22.742
9-25 1,0 5,0 10,0 10,0 10 0,0 0 6,0 2.385
10 - 26 1,0 5,0 10,0 5,0 5 0,1 0 7,0 11.504
11 -27 1,0 5,0 5,0 10,0 5 0,1 24 6,0 9.806
12 - 28 1,0 5,0 50 5,0 10 0,0 24 7,0 2.474
13-29 1,0 0,5 10,0 10,0 5 0,0 24 7,0 6.310
14 - 30 1,0 0,5 10,0 5,0 10 0,1 24 6,0 1.948
15-31 1,0 0,5 5,0 10,0 10 0,1 0 7,0 1.864
16 - 32 1,0 0,5 5,0 5,0 5 0,0 0 6,0 8.414

Observagdo: 1 = Concentragdo de ZnSO4, 2= Concentragdo de Mg SO4, 3= Concentragdo de KHyPO4, 4=
Concentragdo de extrato de levedura, 5= °Brix, 6= Concentragdo de Fex(SO4)s, 7= tempo de adigéo da solugéo
de ZnSOy4, 8= pH.

Na figura 32, tem-se o Diagrama de Pareto para as variaveis independentes
estudadas. Ele apresenta a influéncia das variaveis independentes estudadas sobre
a concentragao de zinco acumulado na biomassa obtida, a um nivel de significancia
de 95%. O fator concentragédo de ZnSO4 gerou a maior tendéncia sobre a variavel de
resposta. O efeito linear do fator da concentragédo de Fex(SO4); também apresentou
uma tendéncia positiva significativa, enquanto que os efeitos lineares dos fatores
°Brix e tempo de adicdo da solugdo de ZnSO, apresentaram uma tendéncia
significativa a diminuigdo do acumulo deste metal pela biomassa.

O acumulo de metais por leveduras € influenciado por uma série de fatores,
como as propriedades fisico-quimicas do metal; fisiologia da célula; e condigbes do
ambiente, como pH e temperatura (STOLL e DUNCAN, 1996).

A tendéncia ao aumento de acumulo do zinco do fator concentracéo de ZnSQO,
pode ser justificado por ter sido observado nos testes anteriores de que o acumulo
de zinco pela cepa P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 ser em torno de 10 a
15% da quantidade total de zinco presente no meio (testes 4.2 e 4.3). Logo,

aumentando-se a concentragdo do metal no meio, aumenta-se diretamente a sua
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concentragdo na biomassa produzida. Ja o aumento de acumulo produzido pelo
fator concentragdo de Fey(SO4)s pode ser justificado pela patente US 4.764.633,
onde a adigdo de 0,1 g/L de Fey(SO4)s, , na presenga do sal de zinco na forma de
sulfato, auxilia na solubilizagdo deste sal, ao mesmo tempo que aumenta a formacao
de complexos entre 0 ZnSO4 e 0s aminoacidos presentes no meio (ANDERSON e
ANDERSON, 1998).

Para o teste de delineamento experimental posterior (item 4.5.3.2), as variaveis
significativas devem ser ajustadas para seus valores minimos ou maximos,
dependendo da sua tendéncia sobre o acumulo de zinco. Logo, a concentragao
maxima de zinco na biomassa pode ser obtida ajustando-se os fatores concentragéo
de ZnSO4 e concentragao de Fey(SO4); nos seus niveis superiores. Entre os fatores
que geraram uma tendéncia significativa a diminuicdo do acumulo do zinco, a
diminuicdo de °Brix na formulagdo n&o seria aconselhavel, pois isto atuaria
diretamente sobre o crescimento celular, diminuindo muito a produtividade da
biomassa (conforme observado nos testes do item 4.5.1 — Fonte de Carbono). Ja o
tempo de adicdo da solugdo de ZnSO,4 ndo pode ser ainda mais diminuido, pois o
menor tempo utilizado foi de 0 horas.
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FIGURA 32 — GRAFICO DIAGRAMA DE PARETO: INFLUENCIAN DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES SOBRE A CONCENTRACAO DE ZINCO
ACUMULADO
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A tendéncia significativa ao aumento do acumulo de zinco do fator
concentragdo de ZnSO4 era esperado, pois nos testes anteriormente realizados foi
observado que o aumento da concentracdo do zinco na biomassa produzida estava
diretamente ligado com o aumento da concentragcédo de ZnSO4 no meio de cultivo.

A figura 33 mostra o grafico de superficie de resposta da variavel concentragao
de zinco na biomassa em funcdo dos fatores concentragdo de ZnSO, e
concentracdo de Fey(S0O.)s. E possivel observar no grafico que quanto maiores as
concentragdes de ZnSO4 e Fey(S04)3, maior a quantidade de zinco acumulada pela

biomassa.
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FIGURA 33 — GRAFICO SUPERFICIE DE RESPOSTA: INFLUENCIA DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES CONCENTRAGCAO DE ZnSO, E CONCENTRACAO DE
Fe,(S0O4)s SOBRE A CONCENTRAGCAO DE ZINCO ACUMULADO
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O melhor resultado obtido de concentracdo de zinco total acumulado na
biomassa produzida por P. guilliermondii Wickerham NRRL 27063 foi de 24.982
mg/kg, sob as seguintes condi¢des: ZnSOy4, 2,5 g/L; MgSOs4, 0,5 g/L; KH2POy4, 10,0
g/L; Extrato de levedura, 10,0 g/L; °Brix, 5° Fey(SQO4)s, 0,1 g/L; Tempo de adigdo da
solucdo de ZnSQOy, 0 horas; pH, 6,0.

4.5.3.2 Planejamento Fatorial Completo 32

Neste segundo delineamento, foi realizado um estudo da influéncia dos fatores
concentragdo de ZnSO4 e concentragdo de Fey(SO4); em niveis maiores que
aqueles utilizados no primeiro delineamento, sobre a concentragdo de zinco

acumulada na biomassa.
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A concentracdo dos nutrientes no meio de cultivo foram as seguintes: MgSOy,
0,5 g/L; KH,PQy4, 5,0 g/L; Extrato de levedura, 5,0 g/L; °Brix, 5° Tempo de adigéo da
solucdo de ZnSQy, 0 horas; pH, 6,0.

A otimizacdo foi efetuada através de um Planejamento Fatorial Completo 32,
sendo que as variaveis foram distribuidas em trés niveis. Cada planejamento
consistiu em 9 ensaios, sendo estes realizados em duplicata.

Os resultados obtidos para a variavel de resposta, concentragdo de zinco na
biomassa, assim como os valores reais dos fatores em cada ensaio deste

experimento estdo na Tabela 13.

TABELA 13 - PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 3> PARA PRODUGCAO DE
BIOMASSA RICA EM ZINCO ORGANICO

Ensaio Fatores experimentais Variavel de resposta
Concentragao de Concentragao de Zinco (mg/kg)
ZnS0, (g/L) Fe,(SO4); (g/L)
1-10 2,0 0,1 12.320
2-1 2,0 0,3 10.320
3-12 2,0 0,5 10.560
4-13 6,0 0,1 49.940
5-14 6,0 0,3 47.420
6-15 6,0 0,5 50.390
7-16 10,0 0,1 75.090
8-17 10,0 0,3 74.020
9-18 10,0 0,5 61.910

Na figura 34, tem-se o Diagrama de Pareto para as variaveis independentes
estudadas. Ele apresenta a influéncia das variaveis independentes estudadas sobre
a concentragao de zinco acumulado na biomassa obtida, a um nivel de significancia
de 95%.

O fator concentragcdo de ZnSO, apresentou a tendéncia significativa ao
aumento do acumulo de zinco pela biomassa, que era a variavel de resposta. Para
os testes posteriores, foi estabelecido que esta concentragdo ndo seria aumentada
além do limite maximo utilizado neste teste (10,0 g/L), por dois motivos: a cepa da
levedura apresentou um padrao de acumulo do metal presente no meio em torno de
10% pela sua biomassa, o que levaria a uma perda cada vez maior de zinco no
sobrenadante em um suposto aumento progressivo do metal no meio; e a

concentragdo de zinco organico obtida na biomassa produzida ja se encontrava
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semelhante a concentragcdo de zinco organico presente em produtos vendidos no
mercado para este fim.

Ja o fator da concentragdo de Fey(SO4);3 mostrou tendéncia significativa a
diminuicdo do acumulo de zinco pela biomassa. Entretanto, como este fator
apresentou tendéncia ao aumento desta mesma variavel de resposta no teste
4.5.3.1 na mesma concentragdo utilizada (0,1 g/L), pode-se concluir que a
concentragédo de Fey(SO4)s3 ja se encontrava em sua faixa ideal de concentragdo. A
adicdo de 0,1 g/L de Fex(SOy); foi utilizada na patente US 4.764.633, como uma
ferramenta no auxilio da solubilizagdo do sal de zinco (ANDERSON e ANDERSON,
1998).

FIGURA 34 — GRAFICO DIAGRAMA DE PARETO: INFLUENCIA DAS VARIAVEIS
INDEPENDENTES SOBRE A CONCENTRAGAO DE ZINCO
ACUMULADO
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Na figura 35 é possivel visualizar o grafico de curva de contorno da variavel de
resposta concentracdo de zinco na biomassa em fungado dos fatores concentracéo
de ZnSO4 e concentragdo de Fey(SO4)3. As maiores concentragdes de zinco na
biomassa produzida ocorrem na concentragdo mais elevada (10 g/L) de ZnSOQOy, e na

concentragdo mais baixa de Fey(SO4)s (0,1 g/L).
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FIGURA 35 — GRAFICO CONTORNO: INFLUENCIA DAS VARIAVEIS INDEPENDENTES
CONCENTRAGAO DE ZnSO, E CONCENTRACAOQ DE Fe,(S0O4); SOBRE
A CONCENTRAGAO DE ZINCO TOTAL ACUMULADO
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O melhor resultado obtido de concentracdo de zinco total acumulado na
biomassa produzida por P. guilliermondii Wickerham NRRL 27063 foi de 75.090
mg/kg, sob as seguintes condigdes: ZnSO4, 10,0 g/L; Fex(SO4)s3, 0,1 g/L. O aumento
do acumulo de zinco pela biomassa, quando comparado com o teste anterior de
Planejamento Fatorial Fracionario (24.982 mg/kg) foi de cerca de 200%.

46 TESTES DO METODO DE DETERMINAGAO DE ZINCO ORGANICO
ADSORVIDO E ABSORVIDO

4.6.1 Rompimento Celular

Foram testados trés métodos de rompimento celular: através de sonicagao;
através de adicdo de etanol, NaCl e pré-autolisado; e através de adicdo de alcali e
aquecimento. A biomassa utilizada nos testes foi obtida de um cultivo celular em

frasco Erlenmeyer sob as condigdes otimizadas no item 3.10.3.2.
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N&o foi observado o rompimento das células da P. guilliermondii Wickerham
NRRL Y 27063 em microscopio optico em nenhuma das condi¢bes de sonicacao
testadas em laboratério, nem utilizando-se o método descrito por SGARBIERI et al.
(1999) e ALVIM et al. (2002), aplicando etanol, NaCl e pré-autolisado.

O unico método que foi efetivo no rompimento das células desta levedura foi o
utilizando alcali e aquecimento, observado em microscopio Optico como a formagao

de varios fragmentos de parede celular e auséncia de células na suspenséao.

4.6.2 Separagao do Zinco Organico Adsorvido, Zinco Organico Absorvido e

Zinco Livre

Apos o rompimento celular, utilizando a técnica descrita no item 3.11.1.3, a
suspensao foi centrifugada a 4000 rpm, por 10 minutos. O precipitado obtido era a
fracdo Zinco Orgénico Adsorvido, e o sobrenadante continha as fragbes Zinco
Orgénico Absorvido e Zinco Livre restante na biomassa. Para a separagdo destas
duas fragdes, adicionou-se ao sobrenadante uma solugdo salina de NaCl a 10%, o
que provocou a precipitacdo da proteinas ali presentes. A suspensdo foi
centrifugada a 4000 rpm, por 10 minutos. O precipitado resultante foi a fragdo Zinco
Orgénico Absorvido, e o sobrenadante continha o Zinco livre presente na biomassa
produzida.

Todas as fragdes de zinco identificadas foram quantificadas pelo método de
determinagdo de zinco (item 3.14.1.3). Os resultados obtidos no teste de separagao
das diferentes variedades de zinco presentes na biomassa produzida estédo
dispostos na tabela 14.
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TABELA 14 — QUANTIDADES DAS DIFERENTES VARIEDADES DE ZINCO PRESENTES
NA BIOMASSA DE LEVEDURA RICA EM ZINCO ORGANICO AVALIADA

Tipo de Zinco Quantidade de Zinco quantificada
(mg/kg de peso seco de biomassa)

Zinco Total presente na biomassa 32.675,30

Precipitado resultante do rompimento celular 22.422,50

(Zinco Orgéanico Adsorvido)

Precipitado resultante da precipitacdo das 5.741,24

proteinas do sobrenadante do rompimento
celular (Zinco Orgénico Absorvido)

Zinco Livre (Diferenca entre Zinco Total e 4.511,56
demais variedades de zinco)

Este método estabelecido para a quantificacdo de cada uma das fragcdes de
zinco presentes na biomassa de levedura produzida € de grande importancia, pois
nao foram encontrados na literatura estudos onde a fragcdo de zinco organico
adsorvido, de zinco organico absorvido e zinco livre fossem quantificados
separadamente. O que existem s&o bibliografias que citam como quantificar o zinco
total presente na biomassa, ou como identificar e quantificar os diferentes quelatos
produzidos pela industria através da sintese quimica (LEACH e PATTON, 1997).

4.7 CINETICA DE PRODUGAO DE BIOMASSA RICA EM ZINCO ORGANICO

Apods a obtencgado das melhores condig¢des fisico-quimicas do cultivo da levedura
P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 em Shaker, avaliou-se a cinética de
producdo de biomassa enriquecida com zinco orgénico. Para isso, as melhores
condigdes de concentracdo de ZnSO4, de MgSO,, de KHyPO4, de Extrato de
Levedura, de Fey(SO4)s; de °Brix na forma de melago de soja, de tempo de adigdo
da solucédo de ZnSO4 no fermentado, e de pH, para um maior acumulo de zinco na
biomassa, ja tinham sido determinadas nos testes anteriores.

O cultivo das leveduras foi realizado em sistema de batelada e o volume de
cultivo de 1,5 L. O fermentador utilizado foi um fermentador da marca Inceltech LH —
SGi (set 2M), com 2 L de capacidade volumeétrica.

Através do método de separagao do zinco organico adsorvido, zinco organico
absorvido e zinco livre, foi possivel quantificar o zinco organico total presente na

biomassa produzida.



104

Foi observado que o melhor tempo de obtengdo de biomassa com alta
concentragdo de zinco orgénico total foi de 144 horas, com uma concentragdo de
zinco organico total de 96.030 mg/kg de biomassa produzida. Apds este periodo, a
concentragdo do zinco organico total na biomassa se manteve estavel, como pode

ser visualizado na figura 36.

FIGURA 36 — CINETICA DA PRODUCAO DE ZINCO ORGANICO TOTAL PELA CEPA P.
guilliermondii Wickerham NRRL Y27063
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O aumento na concentragdo de zinco total na biomassa obtida neste
experimento, que foi de 102.890 mg/kg em 120 horas de cultivo, quando comparado
com o resultado de concentracdo obtido em 120 horas no Planejamento Fatorial
Completo 32, que foi de 75.090 mg/kg, pode ser justificado pela passagem dos
testes em Erlenmeyer para Fermentador. A realizagdo dos experimentos em
Fermentador permite maior aeragéo e melhor agitagdo do meio de cultivo, facilitando
assim a troca de gases.

O aumento do acumulo de zinco pela biomassa, quando comparado o valor de
zinco total obtido na cinética em 144 horas de cultivo (107.243 mg/kg) com o valor
obtido no teste de selegéo de cepas (6.820 mg/kg), foi de cerca de 1.472 %.

Os resultados obtidos estdo em concentracdes bem superiores aquelas citadas
pela literatura para o acumulo de zinco total em bactérias (MATTUSCHKA e
STRAUBE, 1993; MAMERIN et al.,, 1999), leveduras (AKAR e TUNALI, 2005;
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KROGH et al.,, 1998; STEHLIK-THOMAS et al., 2004), plantas (DOYLE e OTTE,
1997; PRASANNA KUMAR et al., 2006) e fungos (GALUN et al., 1987; PURANIK e
PAKNIKAR, 1997; IQBAL e EDYVEAN, 2004; BAIK et al., 2002), com excegédo dos
valores encontrados em testes com a planta A. portulacoides (DOYLE e OTTE,
1997) e com a cianobactéria O. anguistissima (AHUJA et al., 1999) — 190.000 e
641.000 mg/kg, respectivamente. Entretanto, nenhum destes dois estudos utilizou a
fermentagcao liquida como processo na produgao desta biomassa, e em nenhum
deles a quantidade de zinco orgénico total presente foi quantificada — somente a
quantidade de zinco total.

E importante também lembrar que ndo foram encontrados relatos na literatura
sobre a produgdo de biomassa de levedura enriquecida com zinco orgéanico,
utilizando a fermentacgao liquida — somente na produgdo de biomassa enriquecida
com zinco total, e ainda com valores de concentragdes obtidas bem abaixo das
alcangadas nos estudos.

Com relagdo a quantidade de zinco organico total produzido por litro de
fermentado, a maior concentragao foi obtida no tempo de cultivo de 168 horas, que
foi de 2.924 mg de zinco organico total/L de fermentado produzido (ver figura 37).
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FIGURA 37 — CONCENTRAGCAO DE ZINCO ORGANICO TOTAL EM RELAGAO AO
VOLUME DE FERMENTADO PRODUZIDO EM FERMENTADOR
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Os valores quantificados das diversas fragdes de zinco presentes na biomassa
produzidas ao longo da cinética de produg¢do da biomassa podem ser visualizados
na figura 44. A quantidade de zinco orgéanico adsorvido na biomassa encontra-se em
maior quantidade em relacado as outras variedades em todos os tempos analisados,
sendo que sua maior concentracédo € no tempo de 144 horas de cultivo.

E possivel observar que para o acimulo do zinco pela cepa P. guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063, o processo de adsor¢cdo do metal, isto €, a porcao de
zinco que se liga na parede celular, € bem mais lento do que o comentado na
literatura, além de ser continuo. Também existe um aumento na concentragdo de
zinco organico adsorvido apos 72 horas de cultivo celular, fato este ja observado no
item 4.3.

O processo de absorgcao pode ser caracterizado neste cultivo celular como
sendo continuo, porém pouco significativo, quando observadas as quantidades das
espécies de zinco presentes na biomassa identificadas ao longo do cultivo. Ja o
processo de biosorgéo, isto €, zinco organico adsorvido, mostrou-se dominante ao
longo do cultivo, apresentando uma maior efetividade apds 72 horas de cultivo
celular.
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FIGURA 38 - PORCENTAGEM DAS VARIEDADES DE ZINCO PRESENTES NA
BIOMASSA PRODUZIDA NA CINETICA DE PRODUCAO DE BIOMASSA
RICA EM ZINCO ORGANICO
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Nao existem relatos na literatura onde as fragdes de zinco presente em uma
biomassa enriquecida com zinco organico, produzida através de fermentagéo
liquida, tenham sido separadas e quantificadas. Somente foram encontrados
estudos onde o zinco total presente na biomassa foi quantificado.

A taxa de velocidade especifica maxima de crescimento obtida no cultivo (p
maximo) foi de 0,0077 h™', enquanto que a produtividade maxima horaria em
biomassa (rx maximo), isto é a velocidade maxima de produtividade de biomassa foi
de 0,1511 g/L/h. A produtividade horaria total da biomassa produzida (r total) foi de
0,1812 g/L /h.

A produtividade horaria global (r global), levando-se em conta que o volume do
fermentado era 1,5 [, foi de 0,2719 g/h. O tempo de duplicagdo (Td) da biomassa no
cultivo foi de 81 horas.

O peso seco da biomassa obtida ao longo do cultivo pode ser observado na
figura 39. No tempo 144 horas, a produgao atingiu o seu auge, com 30,00 g/L. O
rendimento global do crescimento celular (Yx/s) foi 1,1199 g de biomassa
produzida/g de substrato fornecido, ou ainda, 111,99%. A relacdo de C/N no meio de

cultivo utilizado no cultivo foi de 4,03.
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FIGURA 39 — PESO SECO DA BIOMASSA PRODUZIDA AO LONGO DA CINETICA DE
PRODUCAO DE BIOMASSA RICA EM ZINCO ORGANICO
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A cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 é uma 6étima opgao de
microrganismo para a producdo de biomassa de levedura enriquecida com zinco

organico, para fins alimentares animais e humanos, utilizando a fermentagéao liquida.

4.8 TESTE PRODUCAO DE VITAMINA B,

Neste estudo foi analisada a possibilidade de producdo de vitamina B,
extracelular pela cepa P. guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063.

A formulacdo do meio de cultivo utilizado foi idéntica a utilizada no item 3.12.
Os testes foram realizados em condicdes semelhantes as utilizadas no teste de
Planejamento Fatorial Completo 3% Foram realizados dois testes: um com presenca
de luz, outro com auséncia de luz, protegendo-se o Erlenmeyer com papel laminado.

A producgdo de vitamina B, pela cepa estudada P. guilliermondii Wickerham
NRRL Y 27063, em auséncia de luz, foi de 1,3 pg/ mL, apdés 120 horas de
crescimento celular. Ja com a presencga de luz durante o cultivo, a concentracao
desta vitamina no meio ao final do processo foi de 1,0 yg de vitamina B,/ mL de
meio de cultivo. Ao comparar-se estes valores com a literatura, verificou-se que as

concentragdes produzidas estdo bem abaixo dos valores desejados.
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PESSOA et al. (2003) produziram a vitamina B, utilizando um subproduto do
refino de Oleos vegetais, chamado de borra, e o microrganismo Candida
guilliermondii DM 644. As condi¢gdes empregadas foram: agitagcdo orbital, auséncia
de luz, 30°C, e 24 h de incubacgdo. A concentragdo maxima de riboflavina foi 19,12
Mg/ mL, sendo o pH ideal encontrado de 5,0. Os fatores mais importantes para a
producéo de riboflavina foram a concentracdo de matéria graxa e a fonte de
nitrogénio.

Segundo SABRY et al. (1989), o cultivo de C. guilliermondii Wickerham em
meio de cultivo com a seguinte composicao (g/L): (NH4)2SO4, 5,25; NH4H2PO4, 5,25;
KH2POy4, 2,5; KoHPO4, 2,5; MgS04.7 H0, 0,1; e em pH inicial 6,0, a 30 °C por 14
dias em auséncia de luz, produziu 120,6 pg/ mL de riboflavina, com a adicdo de
arginina HCl ao meio de cultivo. A extragcdo da vitamina B, ligada as células foi
realizada através de aquecimento do fermentado apds a fermentag&o por 30 minutos
a75°C.

YAMANE et al. (1993) evidenciaram o efeito positivo do ion Zn * na producdo
de riboflavina por Arthrobacter na presenca dos ions *, Mg ?* e Ca ".

Com relagao ao extrato de levedura, é conhecida sua agao no estimulo tanto do
crescimento como flavinogénese (SABRY et al., 1991). Além disso, a presenga de
vitaminas do complexo presente no extrato poderia atuar como precursores da
riboflavina ou mesmo como fator de crescimento para P. guilliermondii (PESSOA et
al., 2003).

Estudos mais aprofundados necessitariam ser realizados para verificar se
realmente esta cepa nao € boa produtora de riboflavina, ou se existem variaveis no

processo de cultivo que estdo influenciando negativamente na sua producéo.
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5 CONCLUSOES

O objetivo principal desta dissertacdo, de desenvolver um bioprocesso para a
producéo de biomassa de levedura com alto teor de zinco orgénico como alternativa
de suplemento protéico para alimentagao animal, foi atingido com sucesso.

As principais contribui¢des deste trabalho podem ser resumidas nos seguintes
pontos:

. A cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 foi selecionada
devido ter atingido o maior acumulo de zinco (6.820 mg/kg de biomassa,
utilizando-se 0,5 g/L de ZnSO4) e um valor de peso seco expressivo (9,83
g/L), dentre as cinco cepas estudadas .

. A cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 demonstrou um
acumulo de zinco total de 7.997 mg/kg, apds 120 horas de cultivo, tempo

maximo de cultivo estudado.

. A cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 n&do apresentou
um aumento em resisténcia ao zinco quando submetida a técnica de
semeadura. As células ndo adaptadas apresentaram maior concentracao
de células viaveis/mL de fermentado durante todo o cultivo celular, intensa
presenca de vacuolos em sua estrutura, e maior quantidade de zinco total

acumulado em sua biomassa (10.848 mg/kg).

. Na otimizagdo da fonte de carbono utilizando residuos industriais, as
melhores condi¢gdes encontradas foram com 5° Brix de melago de cana-
de-agucar e 5° Brix de melago de soja, com acumulo de 13.028 e 17.956
mg de zinco/kg de biomassa produzida, respectivamente.

. Na otimizagao da fonte de nitrogénio orgénico a ser adicionada ao meio de
cultivo, a maior concentragao de zinco total acumulado foi encontrada no
teste com 5° Brix de melago de soja e 10,0 g/L de extrato de levedura
(10.128 mg/kg).
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No Planejamento Fatorial Fracionario 2%*, os fatores com tendéncia
significativa ao aumento do acumulo de zinco na biomassa foram a
concentragdo de ZnSO, e concentragdo de Fex(SO4);. A maior
concentragdo de zinco total acumulado encontrada nos testes foi de
24.982 mg/kg.

No Planejamento Fatorial Completo 3% o fator concentragdo de ZnSO,
apresentou tendéncia significativa ao aumento de acumulo de zinco pela
biomassa. A maior concentragcédo de zinco total acumulado encontrado nos
testes foi de 75.090 mg/kg.

A melhor metodologia encontrada para o rompimento celular da Pichia
guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 foi através da adigdo de alcali e
aquecimento da suspensdo de biomassa, que permitiu a separacédo e a
quantificacdo das fragbes de zinco orgénico adsorvido, zinco organico

absorvido e zinco livre, presentes na biomassa.

A cinética de produgédo de biomassa de Pichia guilliermondii Wickerham
NRRL Y 27063 rica em zinco organico demonstrou que a maior
concentragdo de zinco organico total acumulado ocorreu em 144 horas,
onde sua concentracédo foi de 96.030 mg/kg. Entre as fragcdes de zinco
presentes na biomassa, aquela em maior quantidade em todos os tempos

de cultivo foi a de zinco organico adsorvido.

Houve um incremento na concentragdo de zinco organico total quando se
passou de frascos, cujo valor maximo atingido foi de 75.090 mg/kg, para o
fermentador, que foi de 96.030 mg/kg. Isto pode ser justificado pela maior
aeracgao e agitacdo do meio de cultivo no fermentador, facilitando assim a

troca de gases.
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O percentual de aumento no acumulo de zinco total pela biomassa,
calculado a partir do valor obtido inicialmente no teste de selegado de
cepas (6.820 mg/kg) e do valor atingido na cinética em 144 horas de
cultivo (107.243 mg/kg), foi de 1.472 %.

A concentragdo de zinco organico total encontrada em 144 horas de
cultivo — 96.030 mg/kg, ou 9,6% - é semelhante a produtos presentes no
mercado para suplementagdo mineral de zinco organico para animais.
Além disso, esta concentracdo € muito maior que valores de concentragao
de zinco total acumulado por leveduras, fungos, bactérias e plantas,

citados na literatura.

A producédo de vitamina B, pela Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y
27063 (1,3 pg/ mL com a auséncia de luz, e de 1,0 yg/ mL com a
presencga de luz) foi abaixo de concentragdes de produgao desta vitamina
citadas pela literatura para este microrganismo.

A cepa Pichia guilliermondii Wickerham NRRL Y 27063 €& uma o6tima
opgao de microrganismo para a producdo de biomassa de levedura
enriquecida com zinco orgénico, para nutrigdo animal, através da

fermentagao liquida, utilizando residuo industrial de melago de soja.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

As seguintes sugestdes para trabalhos futuros, perspectivas principalmente
para a producédo de biomassa de levedura enriquecida com zinco organico, deverao

complementar a investigagao iniciada com esta dissertacao:

. Realizar o melhoramento genético da cepa Pichia guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063 através de tratamento com UV e testar nas
condicdes otimizadas.

. Otimizar as condigbes fisico-quimicas restantes (manutencdo do pH,
aeragao, agitagao) em fermentador.

. Testar outras fontes de Nitrogénio Organico, provenientes de residuos da
agroindustria.

. Verificar o acumulo do zinco em fermentagbes com culturas mistas de
leveduras.

. Testar a adsorcédo do zinco pela biomassa morta de Pichia guilliermondii
Wickerham NRRL Y 27063, com e sem tratamento com NaOH.

. Verificar a possibilidade de variaveis presentes no processo fermentativo
influenciarem negativamente a produgdo de vitamina B, pela cepa
estudada.

. Verificar qualitativamente os tipos de moléculas de zinco orgénico
presentes na biomassa, através de cromatografia de camada fina e
cromatografia liquida.

. Observar o acumulo do zinco em leveduras imobilizadas em gel.
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APENDICE A - MATRIZES DOS PLANEJAMENTOS EXPERIMENTAIS

8-4

r

PLANEJAMENTO FATORIAL FRACIONARIO 2

pH

Tempo de
adigao solugao
ZnS0,

Fez(S 04)3

Brix

o,

Extrato de
Levedura

KH2PO,

MgSO,

ZnS0O,

Replicata

10

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25

26
27

28
29
30
31

32
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PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 32

Replicata ZnSO, Fex(S0,);
1 1 -1 -1
2 1 -1 0
3 1 -1 1
4 1 0 -1
5 1 0 0
6 1 0 1
7 1 1 -1
8 1 1 0
9 1 1 1
10 2 -1 -1
1 2 -1 0
12 2 -1 1
13 2 0 -1
14 2 0 0
15 2 0 1
16 2 1 -1
17 2 1 0
18 2 1 1
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