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RESUMO

A levedura Candida pseudointermedia CMIAT 168-L10 foi isolada da microbiota natural de
frutos tropicais pela Embrapa Semi-Arido (Petrolina/PE), apresentando uma atividade
antagoOnica contra os fitopatdogenos pos-colheita. O desenvolvimento de um processo de
producdo da biomassa desta levedura possibilitara estudos em escala de campo, e futuramente
sua utilizacdo como agente de controle biologico. Desta forma, este trabalho tem como objetivo
definir condig¢des do processo fermentativo de melhor producao de biomassa. Primeiramente, a
levedura foi ativada em meio YM contendo 3g/L de extrato de levedura e de malte, 2g/L de
peptona e 4g/L de dextrose em 100mL de meio por 24h. O crescimento de C. pseudointermedia
foi realizado em batelada simples, com o meio de cultura YM modificado, diferindo a fonte de
carbono, constituido de 5g/L de peptona, 3g/L de extrato de levedura, 3g/L de extrato de malte
e sacarose comercial invertida, pH corrigido a 4,5. Trés diferentes concentragdes de sacarose
foram avaliadas 20, 30 e 40 g/L. As condi¢des de processo foram: temperatura 30 °C, agita¢ao
a 150 rpm e aeragdo 8 La/min. Em seguida, foi tragado um delineamento experimental com trés
variaveis independentes: concentragao de sacarose (25, 30 e 35 g/L), taxa de aeragdo (8,9 ¢ 10
La./min) e taxa de agitagdo (150, 175 e 200 rpm). Para a andlise do processo de fermentacao,
foram retiradas amostras com intervalos de tempo de 3 horas, as quais foram submetidas a
analise de biomassa por densidade Optica, anélise de acucares totais pelo método do 3,5-
dinitrosalicilico. Todas as fermentacdes foram conduzidas em duplicata. O maximo de
producdo dos processos com concentragdo inicial de acucar a 20, 30 e 40 g/L foram apds 24
horas de cultivo. Como resultados foram obtidos concentra¢des de biomassa de 13,1, 18,56 ¢
17,53 g/L e agucares residuais de 0,392, 0,523 € 0,967 g/L, obtendo uma produtividade de 0,434,
0,695, 0,647 g/L.h e fator de conversao de substrato em biomassa de 0,646, 0,621, 0,486 g/g
nas fermentagdes com 20, 30 e 40 g/L de sacarose, respectivamente. Os resultados mostraram
que o crescimento da levedura manteve-se linear com o aumento da concentragdo de agucar,
porém essa ao atingir concentracdes altas no meio, como no processo com uma concentracao
de sacarose de 40 g/L, aeragdao de 8 La/min e agitacdo de 150 rpm, casou a repressao da
respiracdo celular, devido a falta de fornecimento de oxigénio adequado para a metabolizagado
dessa glicose no meio. Com relagdo ao delineamento, foi observado que dos ensaios o que
produziu mais biomassa foi o ensaio 5. Dessa forma, concluiu-se que a melhor condi¢do para o

processo foi com 25 g/L de sacarose, 8 La/min de aeracao e 200 rpm de agitagao.

Palavras-chave: Levedura. Condic¢des do processo. Batelada simples.



ABSTRACT

The yeast Candida pseudointermedia CMIAT 168-L10 was isolated from the natural tropical
fruit microbiota by Embrapa Semi-Arid (Petrolina / PE), presenting an antagonistic activity
against post-harvest phytopathogens. The development of a process of biomass production of
this yeast will make possible field scale studies, and future use as a biological control agent. In
this way, this work aims to define conditions of the fermentation process of greater production
of biomass. First, the yeast was activated in YM medium containing 3 g/L of yeast and malt
extract, 2 g/L of peptone and 4 g/L of dextrose in 100 mL of medium per 24h. The growth of
C. pseudointermedia was carried out in a single batch, with the modified YM culture medium,
differing the carbon source, consisting of 5g/L. peptone, 3g/L yeast extract, 3g/L malt extract
and inverted commercial sucrose, pH corrected to 4.5. Three different concentrations of sucrose
were evaluated at 20, 30 and 40 g/L. The process conditions were: temperature 30 °C, agitation
at 150 rpm and aeration 8 L./min. Then, an experimental design was drawn with three
independent variables: sucrose concentration (25, 30 and 35 g/L), aeration rate (8, 9 and 10
La/min) and agitation rate (150, 175 and 200 rpm). For the analysis of the fermentation process,
samples with 3-hour time intervals were taken, which were submitted to the analysis of biomass
by optical density, analysis of total sugars by the 3,5-dinitrosalicylic method. All fermentations
were conducted in duplicate. The maximum yield of the processes with initial sugar
concentration at 20, 30 and 40 g/L were after 24 hours of cultivation. As results, biomass
concentrations of 13.1, 18.56 and 17.53 g/ L and residual sugars of 0.392, 0.523 and 0,967 g/L
were obtained and productivity of 0.434, 0.695, 0.647 g/L/h and the biomass yield of 0.646,
0.621, 0.486 g/g in fermentations with 20, 30 and 40 g/L of sucrose, respectively. The results
showed that the growth of the yeast remained linear with the increase of the sugar concentration,
but this when reaching high concentrations in the medium, as in the process with a sucrose
concentration at 40 g/L, aeration 8 La/min and agitation 150 rpm, caused the repression of
cellular respiration, due to the lack of adequate oxygen supply for the metabolization of this
glucose in the medium. Regarding the design, it was observed that of the assays that produced
more biomass was the test 5. Thus, it was concluded that the best condition for the process was

with 25 g/L sucrose, 8 La/min aeration and 200 rpm agitation.

Keywords: Yeast. Process conditions. Simple batch.
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1. INTRODUCAO
1.1. A levedura da espécie Candida pseudointermedia

Uma nova levedura, Candida pseudointermedia, foi isolada de "Kamaboko", um
produto de pasta de peixe tradicional no Japao (NAKASE; KOMAGATA; FUKAZAWA,
1976). A levedura foi classificada dentro do filo ascomiceto, subfilo Saccharomycotina, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales e familia Saccharomycetaceae. Ascomicetos, sao
fungos formadores de ascos, que s@o estruturas reprodutivas, dentre as quais sdo produzidos
esporos meidticos, chamados de ascésporos, incluindo leveduras, que sdao unicelulares, como
as Saccharomyces sp. (COSTA, 2009). As leveduras desse tipo fazem parte de um grupo de
fungos de importancia econdmica e ambiental. Em Saccharomycetales durante a reprodugao
sexual os ascos ndo sao incluidos em ascoma (corpos frutiferos). Muitas leveduras desse grupo
podem possuir um extenso micélio (BLACKWELL er al, 2009). As células de C.
pseudointermedia apresentaram na forma de subglobosa a ovéide, ocorrendo isoladas ou em
pares e apresentou uma velocidade especifica de crescimento méximo na faixa de temperatura
de 30 a 37 °C, utilizando como fontes de carbonos: glicose, galactose, sacarose, maltose e
rafinose, produzindo baixas concentracdes de 4cidos durante o processo fermentativo. C.
pseudointermedia  tem estreita semelhangca com a espécie C. intermedia (NAKASE;
KOMAGATA; FUKAZAWA, 1976).

Alguns microrganismos como as leveduras sdo encontrados em uma associacio
benéfica com flores e frutos, sendo uma fonte de substincias bioativas como enzimas €
metabdlitos de interesse em processos industriais (MOREIRA, 2014). Algumas das cepas de C.
pseudointermedia foram isoladas de frutos ou flores de espécies vegetais em um trabalho
realizado no Instituto de Biociéncias na Universidade Estadual Paulista, que isolou uma cepa
dessa espécie das dguas que se acumulam em brécteas e entre folhas de Heliconia velloziana
(RUIVO, 2005).

A linhagem de C. pseudointermedia CMIAT 168 L-10, isolada da epiderme de uva
vinifera Cabernet Sauvignon pelo Centro Nacional de Pesquisa do Semi Arido da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) localizado em Petrolina Pernambuco, foi
depositada na colecao de culturas da Embrapa Agroindustria Tropical em Fortaleza, no estado
do Ceard. Ressaltando que as espécies de uvas foram obtidas na Fazenda Ouro Verde na cidade
de Casa Nova, no estado da Bahia. Essa linhagem de levedura apresentou uma atividade

antagodnica a fitopatégenos, sendo relatado pelo estudo em que C. pseudointermedia diminuiu
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em mais de 80% as dreas lesionadas em frutos de manga infectados por Lasiodiplodia

theobromae, fungo causador da podriddo pds-colheita (PEREIRA et al., 2011).

1.2. Podridao pés-colheita de frutos e os impactos na economia brasileira

O Brasil € um dos maiores produtores de frutos do mundo, ficando atrds apenas da
China e India, demonstrando a importincia desse setor para a economia do pais (Servigo
Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas, 2015). Por sua ampla diversidade de
espécies produzidas em diferentes climas em toda a extensdo do territdrio brasileiro, e as
diversas estratégias para o aumento da producdo, bem como, as formas de apresentacdo e
industrializacdo colocam os frutos em destaque no agronegécio (BELING, 2015). As doengas
pOs-colheita sdo um dos causadores de grandes perdas de produtos agricolas durante as etapas
de comercializacdo no Brasil. As perdas de produtividade, ocasionada pelas doencas ficam entre
10% e 50% dependendo do clima, da localidade e da metodologia de manejo empregada
(LACERDA, 2005).

As doengas pos-colheita normalmente sdo aquelas, em que os seus agentes
causadores infectam os frutos depois de suas colheitas, sendo geralmente através de um
ferimento, que servird de “porta” para a entrada desses agentes (PARIST; HENRIQUE; PRATI,
2015). As doengas pds-colheita possuem dois tipos de infec¢des: quiescente, ou latente, e
imediata (CHOUDHURY, [20--]). A infec¢do imediata € caracterizada pela constatagdo dos
sintomas da doenga logo apds a contaminacao pelo fungo (CIA, 2002). Ja a infeccdo quiescente
ndo causa sintomas visiveis logo apds a contaminacdo, uma vez que a penetragdao do patégeno
no hospedeiro ocorre no campo onde tem inicio os seus estdgios de infec¢do sem provocar
quaisquer sintomas de decaimento (BARKAI-GOLAN, 2001). A resisténcia dos frutos
imaturos a infeccdo pelos agentes causadores de podriddo deve-se a presenga de alguns
compostos toxicos como fendis e taninos, e de substancias complexas, que ndo sdo ideais para
suprir as necessidades nutricionais dos patégenos (TERAO et al., 2008).

Existem dois mecanismos de defesa das plantas, entre eles estdo: os estruturais e
bioquimicos, ambos podendo ser desencadeados pré e/ou pds a tentativa de infeccdo do
patégeno (STANGARLIN et al., 2010). Alguns fatores estruturais da planta servem como
barreiras fisicas a entrada e disseminacdo do patégeno na planta. Por outro lado, algumas
reacdes bioquimicas sdo estimuladas em células e tecidos da planta apds a infeccdo para
produzirem substancias que ou sdo toxicas para o patdgeno, ou criam condi¢des para inibir o

seu desenvolvimento (TEIXEIRA, 2011).
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Os principais agentes causadores das doengas pds-colheita em frutos sdo os fungos,
devido a sua grande variedade de espécies e diversidade, além de possuirem um eficiente
mecanismo de penetracdo no hospedeiro (TERAO et al., 2008). Alguns géneros fingicos sao
predominantes na causa da podriddo pds-colheita em frutos e hortalicas, entres eles estdao
Alternaria, Botrytis, Botryosphaeria, Colletotrichum, Diplodia, Monilinia, Penicillium,
Phomopsis, Rhizopus e Sclerotinia (PARISI; HENRIQUE; PRATI, 2015).

Como exemplo desses fungos fitopatégenos pode ser citado Lasiodiplodia
theobromae, causador de grandes problemas para a agricultura, uma vez que é um fungo
cosmopolita que infecta mais de 500 espécies de plantas em regides tropicais e subtropicais
(PUNITHALINGAM, 1980). Esse fungo tem a caracteristica de colonizar as plantas sem o
surgimento de sintomas perceptiveis (CARDOSO, 2009). Temperaturas elevadas, variando em
torno de 28°C, alta umidade relativa, proxima de 60% e alta precipitacdo pluviométrica de,
aproximadamente, 15 mm favorecem a infec¢do e o seu desenvolvimento (TAVARES, 2002).

Essa espécie possui uma variedade de hospedeiros naturais relatados até hoje como:
o abacateiro, citros, coqueiro, eucalipto argentino, jaqueira, mandioca, ficus ornamental,
meloeiro, figueira, mangueira, oiticica, goiabeira, mamoeiro, roseira, sapotizeiro e videira
(OLIVEIRA, 2013). Devido sua capacidade de infectar frutos estd entre os mais eficientes
patégenos, que infectam através de sementes e causam doencas de podriddo pds-colheita
(FREIRE et al., 2004). A doenga causada apresenta sintomas como tombamento de plantulas,
podridao-radicular, murcha e queima-foliar, cancro, gomose, podriddao-de-frutos e sementes,
morte-descendente e envassouramento, além de apodrecimento de madeira (VIANA;
CARDOSO; FREIRE, [20--]).

Devido ao seu grande impacto na agricultura, diversas pesquisas visam encontrar
formas mais eficientes de controle desse fungo por meio de procedimentos operacionais padroes
de manejo, controle quimico e controle biolégico. A melhor forma de combater as doengas
causadas por esse fungo € utilizando uma adequada metodologia de manejo, afim de evitar
predispor a planta ao agente causador da doenca e desfavorecendo a reprodugao do patégeno
nas areas de cultivo, associando essa estratégia com o controle quimico obtém-se uma eficacia
maior no controle desse patogeno (BATISTA et al., 2010). Para o controle quimico sdo
utilizados fungicidas, que podem ser classificados como preventivos, curativos e erradicativos
(HEWITT, 1998). Os fungicidas preventivos atuam protegendo a planta contra a pré-penetracao
do patdgeno, ja os fungicidas curativos tém sua a¢do na pds-infeccao e no caso dos fungicidas
erradicativos os efeitos do produto quimico atuam no estagio pos-sintoma (REIS; BRESOLIN,

2007). Por outro lado, o controle bioldgico se baseia no emprego de um organismo, que pode
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agir como um predador ou parasita ou patégeno de um determinado agente, que esteja causando
danos as lavouras (ALMEIDA; PETERSEN; CORDEIRO, 2001). A utiliza¢do de fungos, que
possuem atividade contra agentes causadores de doencas em plantas tem crescido nos dltimos
anos, além da eficdcia no combate a esses patdgenos, possui uma diminui¢do dos impactos

ambientais gerados pelos compostos quimicos. (SILVA et al., 2015).

1.3 Mecanismos de agentes de controle biolégico

O controle bioldgico se baseia nas relacdes antagdnicas entre 0s seres vivos como
a competi¢cdo, predacdo, parasitismo, amensalismo, resisténcia induzida ou pela liberagcao de
metabolitos que inibam o crescimento de outro ser (SANTOS et al., 2015). Competicao € a
disputa por territdrio, nutrientes, 4gua e luz, ou seja, elementos essenciais para a sobrevivéncia
de um ser (DIAS, 2011). O amensalismo € um tipo de interacdo desarmdnica em que um ser
vivo libera substancias que prejudiquem o desenvolvimento e crescimento de outras espécies
(LAY-ANG, [20--]). Parasitismo € uma interacdo entre espécies, o qual uma delas rouba
nutrientes, se beneficiando e prejudicando o hospedeiro (DUARTE, 2016). A indugdo de
resisténcia ativa os mecanismos latentes de resisténcia da planta, por meio do uso de agentes
patogénicos ou fatores abidticos (PASCHOLATI; MELO; DALIO, 2015). Essa resposta, como
por exemplo o armazenamento de fitoalexinas, evita que a planta seja infectada por outros
patégenos (CARVALHO, 2012). E por fim os metabdlitos que sdo usados para inibir o
desenvolvimento do patégeno, como exemplo os sider6foros, que possuem alta afinidade pelo
ferro. Esses apresentam atividade contra microrganismos fitopatogénicos, pois eles roubam o
ferro disponivel, causando inibi¢do do crescimento e da atividade metabdlica dos
microrganismos patogénicos (SANTIN, 2008).

Dentro dos agentes bioldgicos estdo as leveduras que possuem grande potencial
antagdnico a fitopatégenos. As leveduras podem ser encontradas na flora epifita de algumas
plantas, caracterizando-se como competidoras, efetivas colonizadoras de ferimentos, indutoras
de resisténcia do hospedeiro e produtoras de enzimas liticas (SILVA; VIECELLI; TERAO,
2014). Foi observado em um estudo que Candida saitoana possui uma atividade contra Botrytis
cinerea, através da sua capacidade de prevenir o crescimento necrotréfico do patégeno e
estimular respostas de defesa estrutural (EL-GHAOUTH; WILSON; WISNIEWSKI, 1998).
Alguns produtos patenteados e ja comercializados utilizam Candida oleophila como
antagonista, no combate a doencgas pds-colheita, como o Biofungicida Aspire da empresa

Ecogen (EL-NESHAWY; WILSON, 1997). Foi observado que algumas leveduras secretavam
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proteinas toxicas a outros microrganismos, sendo denominada de proteina killer e constatou-se
a presenca desse mecanismo em Candida albicans (CANDIDO et al., 1995). As proteinas killer
sao aquelas que produzem exotoxina com atividade antimicrobiana, diante de microrganismo,
possuidores de receptores de paredes dessa proteina (PONZZES et al., 2007 apud
POLONELLI et al., 1991).

1.4. Processos fermentativos para producao de biomassa celular

A fermentacdo consiste em um conjunto de reagdes quimicas, controladas por
enzimas, com a finalidade de produzir energia (ATP) e oxidar o NADH para ser utilizado na
via glicolitica (OLIVEIRA, 2010). O processo fermentativo, também chamado de bioprocesso,
€ utilizado para producdo de produtos, desde a antiguidade. Os principais produtos de
bioprocessos sao farmacos, alimentos como iogurtes, produtos quimicos e compostos utilizados
na agricultura. A maioria dos produtos da fermentacdo sdo classificados em trés tipos:
biomassa, produtos celulares e compostos modificados por biotransformagio ou bioconversao
(NAJAFPOUR, 2007). Para a formacao desses produtos pode-se dizer que um biorreator, pode
ser operado de quatro formas distintas: descontinuo, descontinuo alimentado, semicontinuo e
continuo (SCHMIDELL; FACCIOTTI 2001).

A fermentacdo descontinua ou fermentacdo em batelada € o processo em que se
baseia na inoculacdo de um biorreator, mantendo-o em condi¢des ideias para o processo
fermentativo do microrganismo (ZAMBELLI, 2010). Durante o processo fermentativo nada é
adicionado ao sistema, apenas oxigénio, no caso de processos aerdbicos, e dcido ou base, no
caso de processos que necessitem de um controle de pH (CARVALHO; SATO, 2001). Uma
das principais caracteristicas desse processo € a permanéncia constante do volume durante o
processo, pois nada € adicionado ao sistema (ZAMBELLI, 2010). Dentre as etapas desse
processo estdo: lavar a dorna, carregd-la com mosto (meio de cultivo), esterilizd-la e adicionar
o inéculo ou pé-de-cuba, que € um volume de suspensdo de microrganismos em concentracao
adequada (CARVALHO; SATO, 2001).

Os processos de fermentacdo descontinua podem ser classificados em: processos
sem recirculagdo de células, processos com recirculacao de células e processos por meio de
cortes (ZAMBELLLI, 2010). O primeiro grupo baseia-se na inocula¢do de uma dorna com um
microrganismo a partir de uma cultura pura. Ja o segundo grupo, o reaproveita como in6culo o

microrganismo inoculado e propagado na batelada anterior (CARVALHO; SATO, 2001). E o
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terceiro, inocula-se uma dorna e quando a fermentacao atinge um estado apropriado transfere-
se parte do conteido fermentativo para uma outra dorna que esta vazia (ZAMBELLI, 2010).

No estudo de Golaghaiee, Ardestani e Ghorbani (2017) foram testados meios com
diferentes concentracdes de sulfato de amonia, sulfato de ferro, glicina e glicose em um
processo de fermentacdo submersa para crescimento e producdo de proteinas de Candida
tropicalis ATCC13803. A fermentacao se deu em erlenmeyers contendo os diferentes tipos de
meio, com a inocula¢do de 1 mL de suspensdo de células C. tropicalis ATCC13803 por um
periodo de 70 horas, agitacdo de 300 rpm e temperatura de 25 °C. Obtendo no melhor ensaio o
valor de células de levedura de 8,68 log UFC/mL em um meio constituido de 0,3 g/L de sulfato
de amonia, 0,15 g/L de sulfato de ferro, 2 g/L de glicina e 70 g/L de glicose. Observando que o
sulfato de ferro e sulfato de amonia contribuiram em 41,76% e 35,27% para o crescimento da
levedura, respectivamente e a glicose e a glicina em 17,12% e 5,86%, respectivamente.

No trabalho de Yonten e Aktas (2013) para a otimizacdo das condi¢des de
fermentacdo em batelada simples para producdo de C. intermedia Y-1981, com meio utilizando
a lactose como fonte de carbono foram testados meios com diferentes concentragdes de lactose
e NaCl em diferentes temperaturas em pH 5. Sendo a fermentacao realizada em Erlenmeyers
contendo 95 mL de meio e adi¢do do inéculo em 5% (v/v) sendo conduzido a uma agitacdo de
130 rpm por 36 horas. Dessa forma, foi obtido que a melhor condicdo de producdo dessa
levedura foi a uma concentracdo de lactose e NaCl de 18,4 g/L e 0,162 g/L, respectivamente
em uma temperatura de 32,4 °C, sendo alcangado uma velocidade especifica de crescimento de
C. intermedia de 0,090 1/h com um consumo de 42% da lactose.

Ja no estudo de Dhanasekaran ef al. (2011) foi avaliado o crescimento de Candida
tropicalis utilizando residuo de abacaxi como fonte alternativa de carbono para o processo,
possuindo 10,8% de agucares redutores pela porcentagem em peso. O processo fermentativo
ocorreu em Erlenmeyers contendo meio com suplementacao de hidrolisado de abacaxi entre 1
e 5%, sendo incubado a 28°C por 7 dias. Com isso, foi observado uma producao de levedura
de 492 mg/100mL de massa seca apds os 7 dias de processo com o meio suplementado em 5%
de hidrolisado de abacaxi, além do consumo de 6,81 mg/100mL de acucares redutores no
terceiro dia de fermentacdo, sendo o valor inicial de 9,45 mg/mL.

No trabalho de Begea et al. (2012) foi utilizado um processo em batelada simples,
em que a fonte de carbono do meio era 6leo de girassol em um biorreator de 40 L para a
producdo de C. lipolytica. A fermentacdo se deu com a inoculagdo de 5% (v/v) de in6culo em
um volume de meio de 20 L sendo a temperatura mantida entre 30 e 32 °C e as taxas de agitacao

e aeracao em 1300 rpm e 0,6 1/l/min, respectivamente. Durante o processo foi mantido o pH em
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5-5,4. O processo com o meio suplementado com 20 g/L. de 6leo de girassol durou 48 horas,
produzindo ao final 27,17 g/L de biomassa e 1,02-1,94 g/L. de lipideo residual, sendo 5,1-9,7%
da concentragdo inicial de lipideos. Dando, dessa forma, um rendimento de 1,4-1,52 g de

biomassa total produzida por grama de gordura consumida.

1.5. Fonte de carbono, agitacio e aeracao no processo de fermentacao para producao de

biomassa celular

Dentre os actcares utilizados pelos microrganismos estdo: glicose, sacarose,
frutose, ou ainda polissacarideos, como o amido e a celulose (SCHIMIDELL, 2001). A sele¢cao
da fonte de carbono, bem como, a concentracdo da fonte de carbono no processo é de extrema
importancia, pois alguns microrganismos podem sofrer repressdo metabolica, reduzindo, assim,
o seu crescimento (LILLY, 1979).

A disponibilidade de glicose ou de um agucar rapidamente fermentescivel as células
que cresceram na auséncia de carboidratos fermentesciveis geram sinais metabdlicos que
disparam os fendmenos regulatorios celulares. Os sinais produzidos irdo interagir com o
produto da expressdao de um gene, regulando sua transcricdo por ativacdo de proteinas
repressoras ou pela inibi¢do de proteinas ativadoras (GANCEDO, 1992).

Segundo Lucero, Moreo e Lagunas (2002), dentre os actcares, a glicose € a mais
utilizada pelas leveduras, isso € devido a alguns mecanismos que sdo desencadeados pela
glicose como a inducdo e repressdo de transportadores de glicose, bem como, a repressao de
enzimas necessdrias ao catabolismo de outros acicares. Porém acredita-se, que um terceiro
mecanismo € responsdvel pelo uso preferencial da glicose, a inativacdo por glicose de
transportadores de outros acucares. Foram identificados em leveduras trés tipos de
tranportadores especificos para galactose, maltose e a-glucosideos. Esses transportadores sao
inativados na presenca de glicose por um mecanismo que inclui protedlise.

Para altas taxas de crescimento de leveduras é necessdrio um alto valor enegético
nas células, o qual € gerado pela respiracao celular. A respiracdo celular refere-se ao processo
molecular, o qual a célula consome Oz e produz COz, sendo a primeira via desse processo a
glicdlise, a qual é um processo em que ocorre a quebra da glicose em uma sequéncia de reacoes
produzindo duas moléculas de piruvato, ATP e NADH (LEHNINGER; NELSON; COX,
2005).

Em seguida, essas moléculas de piruvato sdo convertidas em Acetil-CoA pelo

complexo enzimatico da piruvato oxidase (CROCOMO; GUTIERREZ, 2001). Essas moléculas
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entram no Ciclo de Krebs, que é a segunda via do processo de respira¢do, ocorrendo em 0ito
etapas de reagdes sucessivas, tendo o objetivo de produzir a partir de Acetil-CoA e oxalacetato
molécula de citrato, o qual serd oxidado para produzir CO; e energia conservada nas coenzimas
reduzidas NADH e FADH, (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Dessa forma, as
moléculas de NADH e FADH; produzidas nas etapas anteriores sdo oxidadas na cadeia
transportadora de elétrons, a ultima etapa da respiracdo, transferindo os elétrons para os
citocromos (NEVES, [2013?]). A cadeia transportadora de elétrons € o processo de fosforilacao
oxidativa, que envolve a reduciao de O> a H,O com os elétrons doados pelo NADH e FADHo>.

Esse processo todo em leveduras € representado na Figura 1.

Figura 1 — Respiragao celular com a via glicolitica, ciclo de Krebs e Cadeia Transportadora de Elétrons (CTE) em
leveduras em meio contendo adequadas concentracdes de oxigénio e glicose. (1) Via Glicolitica; (2) Mitocondria;
(3) Coenzimas Reduzidas entrando na Cadeia Transportadora de Elétrons; (4) Coenzimas oxidadas retornando ao
Ciclo de Krebs; (5) Coenzimas oxidadas retornando para a Via glicolitica.
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Fonte: autoria prépria (2017)

O fluxo de glicose pela via glicolitica é regulado pela manuten¢do dos niveis de
ATP nas células. O ajuste da taxa de glicdlise € alcancado pela complexa interacdo entre o
consumo de ATP, a regeneracdo de NADH e a regulacdo alostérica das enzimas da via
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Em meios com falta de oxigénio, ocorre a
desregulagdo desse proceso, devido a falta do aceptor final de elétrons da cadeia transportadora
de elétrons, prejudicando a producdo de ATP e a regeneragdo do NADH. Dessa forma, as

leveduras desviam o seu metabolismo para fermentacdo alcodlica com o intuito de obter essas
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moléculas. A fermentacdo é a degradacdo de glicose ou outros nutrientes organicos para
obtenc¢do de ATP em meios anaerébicos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Esse processo
ocorre mediante duas reagdes: a conversio de piruvato em acetaldeido, pela piruvato
descarboxilase e de acetaldeido em etanol pela dlcool desidrogenase, liberando CO2 e NAD,

representacdo na Figura 2 (CROCOMO; GUTIERREZ, 2001).

Figura 2 — Fermentag@o alcodlica em leveduras sobre condigdes anaerdbicas ou sobre altas concentragdes de
glicose.
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Fonte: autoria prépria (2017)

Outra forma de desviar o metabolismo da levedura para a fermentacdo alcodlica é
através de um efeito de repressdo catabdlica, chamado de Efeito Crabtree. Esse feito é um
mecanismo de regulacdo da célula, causando a repressdo da respiracdo celular da levedura,
favorecendo a fermentagdo, quando em condicdes de altas concentragdes de glicose no meio
(AQUILLA, 2013). As altas concentragdes de glicose, leva a um fluxo elevado da via
glicolitica, resultando em altas produg¢des de piruvato e na saturagcao da piruvato-desidrogenase,
além de provocar a inibicao de enzimas da via respiratéria (FERNANDES, 2008).

O objetivo central de um sistema de agitacdo e aeracdo é o fornecimento adequado
de oxigénio para a manutencdo de uma dada atividade respiratdria de um certo conjunto de
células. Assim, o que se visa € transferir o oxigénio da fase gasosa para o liquido, fazer com

que este oxigénio dissolvido penetre nestas células e seja consumido (SCHMIDELL, 2001).
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Em processos aerébios, o ar € fornecido para aumentar o crescimento celular, caso contrario o
oxigénio dissolvido limitado é consumido todo, interrompendo a respiracao celular, causando
um decaimento do crescimento celular NAJAFPOUR, 2007).

O ar sob pressao € fornecido através de um tubo contendo um anel com finos furos
ou orificios, sendo esses responsdveis pelo tamanho da bolha. Isso afeta o processo de
transferéncia de massa. Quanto menor a bolha maior a 4rea de superficie, gerando uma melhor
transferéncia do oxigénio (NAJAFPOUR, 2007). A agitacio ¢é responsdvel pela
homogeneiza¢do do meio, da manutencdo de s6lidos em suspensdo e na eficiéncia de transporte
de calor e massa. Dessa forma, a poténcia que se tranfere ao liquido submetido a agitacdo é
afetado pelo tipo e didmetro dos impelidores, a altura e didmetro da dorna, a existéncia ou nao
de chicana, a viscosidade do meio e a freqéncia de agitacdo (SCHMIDELL, 2001).

Segundo Schmidell (2001) no processo de transferéncia do oxigénio para o meio
existem trés problemas distintos, sendo o primeiro relacionado com a transferéncia da fase
gasosa para a liquida, a difusdo do mesmo até a célula e o seu consumo. No caso do primeiro
problema ele estd associado a trés resisténcias: a pelicula gasosa estagnada, através do qual o
oxigénio deve se difundir, a interface gis-liquido e a pelicula liquida estagnada ao redor da
bolha. Dentre as trés resisténcias a ultima € a mais dominante, sendo a principal no processo de
transferéncia do oxigénio. O segundo problema, ou seja, o processo de difusao até a célula nao
¢ de dificil resolucgdo, pois com uma adequada agitacdo o processo decorre normalmente. E por
fim o consumo do oxigénio € basicamente controlado pela velocidade das reagdes enzimaticas
da respira¢do do microrganismos. Por todos esses problemas uma adequada agitacao e aeracao
¢ essencial para sanar essas resisténcias do processo.

A agitacdo do caldo de fermentagcdo distribui uniformemente o ar no sistema.
Submetendo o meio a agitagdo, voc€ exerce uma energia no sistema. Aumentar a entrada de
energia reduz o tamanho da bolha e isso, por sua vez, aumenta a drea interfacial. Portanto, o
coeficiente volumétrico de transferéncia de massa (oxigé€nio) seria uma funcdo da entrada de
energia por unidade de volume de caldo de fermentacao, caracterizando o K;a (NAJAFPOUR.,
2007). Outra constante relevante para o processo fermentativo € a velocidade especifica de
respiracdo do microrganismo (Qy,). Inicialmente € necessario definir o que se entende por
velocidade especifica de respiragdo, como sendo a relacdo da concentragdo celular com a
velocidade de consumo do oxigénio. Na verdade, esta grandeza Qo: introduz, na presente
discussdo, a caracteristica bioldgica do sistema em estudo, pois ela depende do microrganismo
empregado, assim como da composicio do meio e das condicoes de fermentacdo

(SCHMIDELL, 2001). A concentragdo de oxigénio dissolvido em um fermentador €
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normalmente medida com um eletrodo de oxigénio dissolvido, conhecido como sonda de DO,

0s quais possuem uma membrana permedvel ao oxigénio (NAJAFPOUR, 2007).
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2.0BJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

2.1.0bjetivo Geral

O trabalho tem como objetivo geral estabelecer uma condi¢do otimizada da

producdo de biomassa de Candida pseudointermedia em processo descontinuo.

2.2.0bjetivos Especificos

Os objetivos especificos abrangem a avaliacdo dos parametros que influenciam
significativamente no crescimento da levedura C. pseudointermedia, que sao:
a) determinar os efeitos individuais de diferentes concentragdes de sacarose
hidrolisada na producao de C. pseudointermedia;
b) determinar os efeitos individuais e combinados de diferentes concentracdes de
sacarose hidrolisada, taxa de aeracdo e velocidade de agitacdo sobre o

crescimento da levedura C. pseudointermedia em processo descontinuo;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Levedura Candida pseudointermedia

A levedura Candida pseudointermedia CMIAT 168-L10 utilizada para o
desenvolvimento desse trabalho foi obtida da colecdo de culturas da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecudria (Embrapa). Essa linhagem foi isolada da epiderme da uva vinifera

Cabernet Sauvignon, pela Embrapa Semi-Arido (Petrolina/PE), presente na fazenda ouro verde

(Casa Nova/BA).

3.2. Manutencio da Levedura

O microrganismo foi retirado da cole¢do, mantida em ultrafreezer Sanyo Scientific,
modelo MDF-U33V a uma temperatura de -80 °C, inoculado assepticamente (camara de fluxo
laminar) em um tubo de ensaio rosqueado contendo 10 mL de meio YM-égar inclinado estéril.
O meio foi preparado com 0,3 g/L de extrato de levedura; 0,3 g/L. de extrato de malte; 0,5 g/L
de peptona, 1 g/L de dextrose, 2 g/LL de dgar e pH final 6,2 e o tubo de ensaio contendo o meio
foi esterilizado em autoclave a 120 °C e 1 atm de pressdao durante 15 minutos, sendo retirados
da autoclave e mantidos a temperatura ambiente até a sua completa gelificacdo. Para favorecer
o crescimento da levedura, o tubo contendo o inéculo foi incubado em estufa BOD (Demanda
Bioquimica de Oxigénio) a 30 °C, por 24 horas e apds esse periodo foi armazenada a 4 °C na
geladeira para ser utilizada durante 29 dias, sendo realizado um novo repique ap6s este periodo.
Esse processo se repetiu por 5 vezes, totalizando um periodo de 5 meses. Ao fim desse periodo,

a levedura foi reativada com uma nova retirada da colecdo da Embrapa.

3.3. Meio de Ativacao da Levedura e Preparo do Pré-Inéculo

O meio de ativagdo da levedura e preparo do pré-inéculo foi o YM, cuja
constituicdo foi descrita no item anterior, porém sem o dgar. Assim sendo, foram preparados
400 mL de meio YM e distribuidos em 4 Erlenmeyers com 100 mL de meio em cada. Por fim,
foram autoclavados a temperatura de 120 °C e press@o de 1 atm por 15 minutos e armazenado
a 4 °C na geladeira até a inoculagdo da levedura com uma antecedéncia de 24 horas do inicio

do processo fermentativo no biorreator. A levedura foi inoculada em meio de ativacdo YM, em
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uma camera de fluxo laminar, e mantida na incubadora com plataforma de agitagcdo orbital a

uma rotacao de 150 rpm e temperatura de 30 °C, até inicio do processo fermentativo.

3.4. Preparo do meio para o Processo Fermentativo

O meio de cultura base utilizado no processo fermentativo foi o YM modificado
(YM2), o qual foi constituido de 5,0 g/L de peptona, 3,0 g/L de extrato de levedura, 3,0 g/L. de
extrato de malte, no entanto, foram avaliadas 5 concentragdes diferentes de sacarose (20, 25,
30, 35 e 40 g/L). Foi acrescentado 0,3% de antiespumante (Antifoam 204 da Sigma) e o pH foi
aferido em 4,5.

O preparo do meio foi iniciado com a hidrélise da sacarose, a qual foi pesada e
adicionado 1L de agua (sistema de osmose reversa da Gehaka, modelo OS20LXE) e
homogeneizado, em um Becker, até a total dissoluc¢io da sacarose. Em seguida, o pH foi aferido
para 1,5 com solucdo de 4cido sulftrico (H2SO4) 2,0 M, sendo mantida a solucdo a 80 °C por
40 min, em banho-maria. Em seguida, a reacdo de hidrélise da sacarose foi interrompida com
o abaixamento da temperatura em um banho com &4gua gelada. Ao atingir a temperatura
ambiente de 30 °C, os demais componentes do meio YM?2 foram adicionados. Por fim, o pH
foi aferido para 4,5 com solu¢do de NaOH 50%, adicionado o antiespumante e completado o

volume para 2,0 L com 4gua.

3.5 Efeito da Concentracdo de Sacarose sobre a Producio de Biomassa Celular por

processo Fermentativo em Batelada Simples

Ap6s montagem da dorna, a qual possui um volume de 3L, do fermentador New
Brunswinck Scientific Co, modelo BioFlo/CelliGen® 115, utilizando dois impelidores do tipo
Rushton, o meio YM2 foi adicionado e o sistema foi fechado para autoclavagem a 111 °C e 0,5
atm de pressdao por 30 min. Apds a dorna atingir temperatura ambiente, o sensor de OD
(Oxigénio Dissolvido), fabricado pela METTLER-TOLEDO, modelo SEM, INPRO
6830/12/220/NBS, foi posicionado na dorna e acionado para polarizar. No dia seguinte, a dorna
foi conectada ao fermentador, o sensor de OD foi calibrado, os parametros da fermentagado
foram definidos e o meio de cultura foi inoculado com 1% (v/v) do pré-inéculo. Para avaliacao
dos efeitos dos parametros aeragdo e agitacao sobre o crescimento celular foram definidas trés
condi¢Oes de aeragdo (8, 9 e 10 La/min) e trés condi¢Oes de agitagdo (150, 175 e 200 rpm). A

temperatura do processo foi mantida em 30 °C e o processo conduzido durante 30 horas.
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Aliquotas (20 mL) foram retiradas nos horario de 3, 6, 9, 24, 27 e 30h do inicio do processo e
mantidas a -18°C até o momento das analises do crescimento microbiano € consumo de

acucares. Todas as fermentagdes foram realizadas em duplicata.

3.6. Monitoramento de Contaminantes

Segundo a metodologia de Hans Gram (1884), para constatar a auséncia de
contaminantes durante a fermentacao foi realizada a técnica de colora¢do de Gram. Inicialmente
foi coletada uma aliquota de 2,0 mL da fermentacdo em andamento e foram feitos esfregacos
em laminas para fixagdo das células. A solugdo de violeta genciana foi adicionada sobre os
esfregacos e mantida por 1 minuto. O excesso foi removido com dgua de osmose e o lugol foi
adicionado e mantido por 1 minuto. O excesso foi novamente retirado com dgua de osmose e
adicionado o descorante, removendo imediatamente. Por fim, a fucsina foi adicionada e mantida
por 30 segundos, o excesso foi removido e apds secagem a lamina foi levada ao microscépio

optico Nikon, modelo Eclipse E200, para andlise das células.

3.7. Determinacao da concentraciao de Biomassa celular e Analise de pH

Ap06s o descongelamento das aliquotas coletadas durante a fermentagao, elas foram
centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos, a temperatura ambiente de 30 °C. Em seguida, os
sobrenadantes foram utilizados para determina¢do dos teores de acticares redutores e pH. Aos
pellets celulares foram adicionados 10 mL de 4gua de osmose e homogeneizado com um auxilio
de um agitador voértex, sendo submetido a centrifugacdo novamente nas mesmas condi¢des
citadas anteriormente. Por fim, os pellets foram dissolvidos e diluidos em baldes para
determinac¢do da densidade Optica das solugdes em espectrofotdmetro (Varian, modelo Cary 50
Conc) a um comprimento de onda de 600 nm. Os valores obtidos de densidade 6ptica foram
convertidos em massa celular através de uma curva padrdo para Candida pseudointermedia
previamente obtida por peso seco.

O pH dos sobrenadantes obtido das amostras foi medido com o uso do pHmetro

de bancada Hanna instruments, modelo HI 2221 Calibration Check pH/ORP Meter.
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3.8. Determinacio do teor de Actcares Redutores (AR)

Os sobrenadantes obtidos apds centrifugacdo das amostras foram submetidos a
determina¢do do teor de actcar redutor segundo a metodologia de Bernfeld (1955). Para o
ensaio foram retirados 0,5 mL e adicionado 0,5 mL do reagente 3,5-dinitrosalicilico em tubos
de ensaios. Esses foram agitados em voértex para homogeneizacio e levados para o banho maria
a uma temperatura de 100 °C por 15 minutos. Em seguida, a reacio foi parada com a imersao
dos tubos em dgua até atingirem a temperatura ambiente. Por fim, foram adicionados 4 mL de
dgua de osmose em cada tubo e feito a leitura de absorbancia no espectrofotdmetro a um
comprimento de onda de 540 nm, utilizando a curva padrdo para o célculo das concentragdes

de acucares redutores.

3.9. Otimizacao da producao da levedura C. pseudointermedia em processo fermentativo

em batelada simples

Para avaliar os efeitos das diferentes taxas de aeracdo e agitacdo e concentragcao de
acucar redutor sobre a concentragdo final de C. pseudointermedia foi elaborado um
planejamento experimental fatorial com o objetivo de obter uma condicdo otimizada de
processo para producdo de biomassa celular de C. pseudointermedia.

O planejamento fatorial com trés variaveis independentes, e trés pontos centrais,
gerou 11 ensaios mediante a combinacdo dos 3 niveis das varidveis independentes,
concentracao inicial de sacarose nos niveis reais (e codificados): 25 (-1), 30 (0) e 35 (+1) g/L,
taxa de aeracdo: 8 (-1), 9 (0) e 10 (+1) La/min e taxa de agitagdo: 150 (-1), 175 (0) e 200 (-1)
rpm. O planejamento avaliou trés varidveis dependentes: producdo de biomassa, fator de
conversdo de substrato em biomassa e produtividade em biomassa. Os ensaios propostos pelo
delineamento experimental fatorial com as combinac¢des dos niveis das varidveis independentes

reais (e codificados) estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Delineamento experimental fatorial com as combinagdes dos niveis reais (e codificados) das varidveis

independentes concentrag@o de sacarose, taxa de aerag@o e taxa de agitag@o.

Ensaio [Sacarose] Taxa de aeraciio | Taxa de agitacdo
(g/L) (Lar/min) (rpm)
1 25 (-1) 8 (-1) 150 (-1)
2 35 (+1) 8 (-1) 150 (-1)
3 25 (-1) 10 (+1) 150 (-1)
4 35 (+1) 10 (+1) 150 (-1)
5 25 (-1) 8 (-1) 200 (+1)
6 35 (+1) 8 (-1) 200 (+1)
7 25 (-1) 10 (+1) 200 (+1)
8 35 (+1) 10 (+1) 200 (+1)
9 30 (0) 9.(0) 175 (0)
10 30 (0) 9.(0) 175 (0)
11 30 (0) 9 (0) 175 (0)

Fonte: dados da pesquisa

3.10. Fator de Conversao de Substrato em Biomassa (Yxs) € Produtividade de Biomassa

Celular

Os fatores de conversdo de substrato em biomassa (Yxs) de cada processo foram
calculados, pela razdo entre a diferenca de biomassa no inicio do processo e no final e a
diferenca de agucares redutores no inicio e no final do processo, como representado na Equacgado
1.

Xo—X
So—-3S @

Sendo Yx/s = fator de conversdo de substrato em biomassa; X = concentragdo de biomassa final

Yyis = —

(g/L); Xo = concentragdo de biomassa inicial (g/L); So = concentracdo de actcares redutores

inicial (g/L); S = concentracdo de acucares redutores final (g/L).
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Ja a produtividade dos processos foi calculada com a concentracdo de biomassa
ap6s 24 horas de processo sobre o tempo, o qual foi observado o crescimento maximo da

levedura C. pseudointermedia, como representado na Equacao 2.

Q== (2)
Sendo Qp = produtividade de células (g/L.h); X = concentracdao de biomassa apds 24 horas de

processo (g/L); t = 24h.

3.11. Analise Estatistica

Os resultados de concentracdo maxima de biomassa, fator de conversao de substrato
em biomassa e produtividade foram submetidos a andlise de variancia e as médias de cada
ensaio a um comparativo com um nivel de confianca de 90%, consequentemente um a, nivel
de significancia, de 10%. Para essas anélises foi utilizado o software STATISTICA® versao 10
(Copyright®StatSoft, 1984-2011, EUA).
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4.RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Efeito da Concentracido de Sacarose sobre a Producio de Biomassa Celular por

Processo Fermentativo em Batelada Simples

O efeito da concentracdo de sacarose hidrolisada sobre a producdo de biomassa de
C. pseudointermedia foi testado no meio YM?2 com taxa de aerag@o de 8 La/min e 150 rpm de
agitacdo em batelada simples e os resultados estdo mostrados no Gréfico 1. A maior produgdo
de biomassa foi observada quando a concentragdo da sacarose foi de 30 g/L, alcangcando uma
concentracdo de 18,56 g/L. de biomassa apds 30 horas de processo. O teor de actcar residual
foi de 0,523 g/L representando apenas 1,7% do teor de acucar inicial do processo. Contudo, a
fermentagcdo com a concentragdo inicial de agucar de 40 g/LL mostrou uma menor producdo de
biomassa (17,535 g/L) e um maior teor de acgucar residual (0,967 g/L) ao final do processo
fermentativo, representando 2,6% do actcar inicial. No processo, com a menor concentracao
inicial de sacarose (20 g/L) foi alcancada a concentragdo de 13,1 g/L de biomassa e 0,3926 g/L
de actcar residual (1,90%).

Grifico 1 — Efeito da concentragdo de sacarose hidrolisada sobre o crescimento de C. pseudointermedia em
processo fermentativo em batelada simples com meio YM2, taxa de aeragdo de 8 L,/mine agitacdo de 150 rpm.
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Fonte: dados da pesquisa

Como observado no grafico, a levedura € inoculada na dorna no inicio da fase log,
permanecendo durante 24 horas do processo. Nessa fase, o microrganismo se encontra em uma
situacdo com o0 meio favordvel ao seu metabolismo, devido ao suprimento de nutrientes acima

de suas necessidades (ALTERTHUMM, 2001). Apds as 24 horas de processo o microrganismo
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entrou na fase estaciondria até o final do processo. Sendo essa caracterizada pela diminui¢do da
velocidade especifica de crescimento até atingir a fase de morte (ALTERTHUMM, 2001). Na
fase estaciondria ainda ocorre um aumento de biomassa, porém nao significativo para manter o
processo, devido aos gastos de manutengdo do mesmo.

Nos trés processos o crescimento maximo da levedura foi observado no periodo de
24 horas, decaindo apds esse tempo. Com esses dados, pode se calcular a produtividade de
cada fermentacdo, sendo 0,434, 0,695 e 0,647 (g/L.h) na fermenta¢des de 20, 30 e 40 g/L de
acucar inicial, respectivamente. Ja os valores dos Yx/s para cada concentracdo de sacarose

foram 0,646, 0,621 e 0,486 (g/g), respectivamente (Gréafico 2 ).

Grifico 2 — Efeito da concentracdo de sacarose hidrolisada sobre a produtividade de biomassa de C.
pseudointermedia e Yx/s em processo fermentativo em batelada simples com meio YM2, taxa de aeracdo de 8
La/min e agitacdo de 150 rpm.

m20¢g/L m30g/L m40 g/L

Yx/s (g/g) Produtividade (g/L.h)

Fonte: dados da pesquisa

A menor biomassa de levedura observada na maior concentracdo de agucar pode
ser explicada sob o aspecto da deficiéncia de oxigénio quando o processo alcanga alta densidade
celular. Segundo Lheningher, Nelson e Cox (2005), a fosforilagdo oxidativa € o ponto principal
do rendimento energético do metabolismo em organismos aerdbicos. As etapas de degradacao
de carboidratos, lipidios e aminoécidos se dirigem para o ponto final em que a energia gerada
€ utilizada para a sintese de ATP. A fosforilagdo oxidativa envolve a redugdo de Oz e H2O com
os elétrons doados por NADH e FADH, produzidos na glicdlise e no ciclo de Krebs. Segundo

Schmidell (2001), as moléculas de ATP irdo participar necessariamente nas reagdes de sintese
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de moléculas, para a sobrevivéncia das células e para o surgimento de novas células. Assim
sendo, um cultivo com elevadas velocidades de crescimento celular, gera uma alta velocidade
de consumo de O pela alta densidade celular, acarretando uma maior necessidade de oxigénio
dissolvido no meio. Essas consideracdes tornam ébvia a compreensao sobre a necessidade de
se agitar e aerar um meio de cultivo com taxas ideais.

Diante do exposto pode se inferir, que na fermentacdo com a concentracao da fonte
de carbono a 40 g/L, as baixas taxas de aeracdo de 8 La/min e agitacdo de 150 rpm pode ter
reprimido a respirac¢do e desviado uma parte do agucar para a producao de etanol, devido a falta
de oxigénio dissolvido no meio para ser utilizado no processo final da respiracdo celular,
diminuindo a produtividade celular apds 24 h de processo, sendo acusada pelo odor de dlcool
durante a fermentacao nesse periodo.

As altas concentracOes de glicose, leva a um fluxo elevado da via glicolitica,
resultando em altas produgdes de piruvato e na saturacao da piruvato-desidrogenase, além de
provocar a inibicdo de enzimas da via respiratéria (FERNANDES, 2008). No estudo de
Papanikolaou er al. (2017) foi observada que as leveduras Candida diddensiae, Candida
tropicalis, Candida boidinii e Candida oleophila eram Crabtree-positiva, assimilando
rapidamente a glicose e convertendo em etanol. C. oleophila apresentou uma das mais altas
producdo de etanol, alcancando 10 g/L e um rendimento de 0,31 g/g de produciao de etanol por
glicose consumida. Bem como, a C. tropicalis, que produziu 9 g/L. com um rendimento de O,
27 g/g. Porém, ndo foi observado esse efeito na C.pseudointermedia, pois os fatores de
conversdo de substrato em biomassa dos processos foram altos para caracterizar um efeito
Crabtree, podendo inferir que possivelmente a levedura é Crabtree-negativa.

No trabalho de Kalhorinia et al. (2014), foi produzido 9 g/L de etanol e rendimento
de 0,3 g/g em um processo com a fonte de carbono de xilose, temperatura de 30°C, agitagcdo de
150 rpm e pH 5.5, por Candida intermedia MTCC-1404. Apontando, dessa forma, que
possivelmente C.pseudointermedia tem a capacidade de produzir etanol, devido a sua
semelhanga com a espécie citada e aos baixos valores atingidos de agucar residual e um fator
de conversdo de substrato em biomassa relativamente baixo da fermentacdo com concentra¢ao
de sacarose de 40 g/L em comparacdo aos outros processos.

Durante todas as fermentacdes descritas anteriormente, segundo a técnica de
coloragdo de Gram, ndo foi observada presenca de contaminantes bacterianos durante o
processo. Segundo Nicésio (2011) por possuirem grande quantidade de dcidos teicdicos, apOs
a coloragdo, as Gram-positivas formam um complexo corado azul intenso, que ndo é removido

facilmente com dlcool-acetona. As Gram-negativas ndo retém a coloracdo apds o tratamento



35

com dlcool-acetona e sdo reveladas posteriormente com solu¢do de fucsina ou safranina,
apresentando-se na coloracdo avermelhada. Segundo Moreira, Carvalho e Frota (2015), apesar
da coloracdo de Gram ndo ser uma técnica eletiva para fungos, as leveduras do género Candida
sp., Rodotorula sp. E Malassezia sp. sdo coradas pelo cristal violeta, assim alguns fungos
filamentosos, como Aspergillus sp. € Fusarium sp., podem se apresentar como Gram-labeis.
Como representado na Figura 3 as células mantiveram uma mesma conformacdo e coloragdo,

implicando na auséncia de contaminantes.

Figura 3 — Coloragdo de Gram da biomassa de C. pseudointermedia presente no processo fermentativo em batelada
simples com teores de sacarose de 40g/L (A) apds 27 horas, a 30g/L (B) apds 6 horas e a 20 g/L apds 9 horas.
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Como pode ser observado no Grafico 3 ndo houve grandes varia¢des de pH durante

Fonte: autoria prépria (2017)

os processos fermentativos. Isso pode ser atribuido a caracteristica da levedura de ndo produzir

acidos durante o processo fermentativo (NAKASE; KOMAGATA; FUKAZAWA, 1976).

Grifico 3 — Andlise de pH durante os processos fermentativos com 20, 30 e 40 g/L. de sacarose.
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Fonte: dados da pesquisa
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Devido aos resultados obtidos da concentra¢ao de sacarose no meio, constatou-se a

necessidade de avaliar as melhores taxas de agitacdo e aeracao para o processo, afim de se obter

uma maior producao de biomassa.

4.2. Efeito das taxas de aeracio, agitacio e concentraciao de sacarose sobre a biomassa

da levedura, Yx;s e produtividade em biomassa

Os

resultados

obtidos

para concentracdo de biomassa e Yx/s de

C.

pseudointermedia a partir do delineamento experimental para avaliar o efeito das taxas de

aeracdo, agitacdo e concentracdo de sacarose em processo fermentativo em batelada simples

estdo mostrados na Tabela 2. O ensaio que mostrou a maior produ¢do de biomassa foi 0 5 com

24,35 g/L, fator de conversao de 1,03 g/g e produtividade de 0,811 g/L.h.

Tabela 2 — Resultados obtidos das varidveis dependentes biomassa, Yx/s e produtividade dos ensaios do
Delineamento Experimental.

[Sacarose] (g/L);
Aeracao
Ensaio (Lar/min); Biomassa Yx/s (g/g) Produtividade

Agitacao (rpm) (g/L) (g/L.h)
1 25; 8; 150 17,25 +£1,61 0,781 £0,07 0,575 £ 0,05
2 35; 8; 150 17,63 £2,12 0,568 £ 0,07 0,587 £ 0,07
3 25;10;150 21,24 +0,10 0,939 £0,04 0,708 + 0,03
4 35; 105 150 2394+0,05 0,758 £0,03 0,798 £ 0,02
5 25; 8; 200 24,35 +0,01 1,030 £ 0,03 0,811 £0,02
6 35; 8; 200 22,15+1,43 0,701 £ 0,04 0,738 £ 0,05
7 25; 10; 200 17,64 £1,00 0,752 +0,02 0,588 0,03
8 35; 10; 200 22,30+0,97 0,626 £0,09 0,743 £ 0,03
9 30;9; 175 20,25+£1,96 0,709 £ 0,09 0,675 £ 0,06
10 30;9; 175 20,13+0,81 0,734 £0,02 0,671 £0,02
11 30;9; 175 21,26 £0,81 0,758 £0,02 0,708 + 0,02

Fonte: dados da pesquisa
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Com esses resultados de biomassa, no software STATISTICA® versao 10 foram
obtidos os efeitos estimados, os valores de t e p-valor a um nivel de confianga de 90%, afim de
observar a influéncia de cada varidvel independente na produc¢do de biomassa do processo.
Além de definir os parametros ideais para o maximo de producdo de levedura C.
pseudointermedia em processo descontinuo simples. Sendo, esses efeitos da varidveis

independentes representados na Tabela 3.

Tabela 3 — Valores de t e p-valor e efeitos estimados de biomassa, gerado no software STATISTICA® versao 10.

Fatores Efeitos Erro Padrao t(2) p
Média 20,54833 0,357379 57,49738 0,000302
Sacarose (L) 1,38625 0,437698 3,16714 0,086896
Aeracio (L) 0,93625 0,437698 2,13903 0,165830
Agitacao (L) 1,59375 0,437698 3,64121 0,067839
Sacarose x Aeracio 2,29625 0,437698 5,24620 0,034466
Sacarose x Agitacio -0,15125 0,437698 -0,34556 0,762637
Aeracao x Agitacio -4,21625 0,437698 -9,63279 0,010606

R? = 0,94; Nivel de confianca = 90% ; p-valor < 0,10

Fonte: dados da pesquisa.

Foi obtido um coeficiente de determinacdo (R?) de 0,94, o que se caracteriza como
6timo, mostrando a porcentagem de variagdo da biomassa em relacdo as varidveis dependentes
significativas. Segundo Khuri e Cornell (1996), quanto maior o R?, isto é, quanto mais préximo
de 1, menor serd o erro e melhor o modelo. Com isso, para essa andlise as varidveis que se
mostraram significativa para a producdo de biomassa foram: intera¢do aeracdo e agitacdo, a
qual foi a tinica que se mostrou negativa, interacdo concentracao de sacarose e aeragado, agitacao
e concentracao de sacarose inicial.

Com esses efeitos pode-se inferir que aumentando a concentracdo de sacarose e
aeracdo concomitantemente, vocé obtém uma maior produ¢do de biomassa. Bem como, a
agitacdo e a concentracdo de sacarose inicial, de forma independente, geram esse incremento
na producao de biomassa.

Esse incremento da biomassa, com o aumento de sacarose, pode ser atribuida a
eficiente metabolizacdo da glicose por Candida sp. No trabalho de Falanghe (1962, 1964) cita
processos baseados no uso de licor sulfitico, residuo da industria de papel e celulose, que usam
Candida utilis e Candida tropicalis, que atacam pentoses e outros compostos de carbono e
nitrogénio mais que outras leveduras. Segundo Moraes (2001), nos anos 60, hidrocarbonetos

residuais pareceram excelentes e disponiveis substratos. C. lipolytica e C. tropicalis foram
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extensivamente estudadas e, realmente, o desempenho de ambas foi muito bom. Ja a varidvel
agitacdo possui esse efeito positivo devido a uma eficiéncia maior na transferéncia de oxigénio
para o meio.

Na interacdo concentragdo de agucar e aeracdo, esse efeito positivo, deve-se a uma
quantidade adequada de oxigénio para uma eficiente metaboliza¢do da quantidade de agicar
presente no meio de acordo com a respiracao da levedura. Contudo, na interagdo agitacdo e
aeracdo o efeito foi negativo, quanto menor esses dois pardmetros associados maior serd os
valores de biomassa do processo. Altas taxas de agita¢do e aeragdo, pode tornar 0 meio muito
turbulento, dificultando a transferéncia de nutrientes a0 microrganismo. Segundo Scartazzini
(2001), o grau de agitacdo requerido para a transferéncia de oxigénio causa, em muitos casos,
danos aos microrganismos devido ao alto grau de cisalhamento do agitador e aerador. Uma
regido de alto cisalhamento existe perto do agitador ou aerador, o qual decresce com o aumento
da distancia dos mesmos. A falta de uniformidade na 4rea de cisalhamento expde os
microrganismos a uma variacdo de meio ambiente e de dreas de estresse o qual pode afeta-los
adversamente.

Pelo Statistica, foi realizado, também, uma andlise de varidncia (ANOVA) para os
resultados de biomassa, representado na Tabela 4. O F calculado para a regressao foi quase dez
vezes maior que o F tabelado, evidenciando que o modelo foi significativo a um nivel de
confianca de 90%, sendo esse bem ajustado para os resultados obtidos de biomassa. Segundo
Box e Wetz (1973) para uma regressao ser significativa ndo apenas estatisticamente, mas
também ser util para fins preditivos, o valor de F calculado para a regressao deve ser no minimo
quatro a cinco vezes maior que o valor de F tabelado. Também, ndo houve falta de ajuste, pois
o F calculado foi menor que o F tabelado, como evidenciado por Box e Wetz (1973), que o F
da falta de ajuste em relacdo ao erro puro, pelo contrdrio, deve apresentar o0 menor valor

possivel, pois um alto F indica que hd uma grande falta de ajuste dos dados ao modelo obtido.
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Tabela 4 — Andlise de Variancia para a producdo de biomassa da levedura.

Fontes de Soma Grau de Quadrado

Variacao Quadriatica | Liberdade | Médio Fcalculado Ftabelado
Regressdo 56,97727 7 56,97727 51,22174246  5,266195
Residuo 3,33709 3 1,11236

Falta de ajuste 2,57078 1 2,57078 6,709440723  8,526316
Erro puro 0,76632 2 0,38316

Total 63,65145958 13

R? = 0,94

Fonte: dados da pesquisa.

Da mesma forma, foi realizado o estudo dos efeitos estimados, e os valores de t e
p-valor a um nivel de confianca de 90 %, com o intuito de avaliar a influéncia das varidveis

independentes sobre a produtividade em biomassa do processo, representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de t e p-valor e efeitos estimados de produtividade em biomassa, gerado no software
STATISTICA® versdo 10.

Fatores Efeitos Erro Padrao t(2) p
Média 0,684667 0,011724 58,40037 0,000293
Sacarose (L) 0,046000 0,014359 3,20368 0,085169
Aeragdo (L) 0,031500 0,014359 2,19382 0,159502
Agitacao (L) 0,053000 0,014359 3,69119 0,066191
Sacarose x Aeracio 0,076500 0,014359 5,32785 0,033470
Sacarose x Agitagio -0,005000 0,014359 -0,34823 0,760909
Aeracio x Agitacio -0,140500 0,014359 -9,78514 0,010283

R? = 0,94; Nivel de confianca = 90% ; p-valor < 0,10
Fonte: dados da pesquisa.
Como esperado os efeitos estimados para produtividade se comportou da mesma
maneira que a producdo de biomassa. Sendo significativo para sacarose, agitacdo, sacarose X

aeracao e aeracdo x agitacdo, como apontado na tabela.
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40

Fontes de Soma Grau de Quadrado

Variacao Quadriatica | Liberdade | Médio Fcalculado Ftabelado
Regressio 0,06324 7 0,06324 52,1782 5,266195
Residuo 0,003637 3 0,001212

Falta de ajuste 0,002812 1 0,002812 6,820937753  8,526316
Erro puro 0,000825 2 0,000412

Total 0,070514333 13

R?2=0,94

Fonte: dados da pesquisa.

Pelo Statistica, foi realizado, também, uma andlise de varidncia (ANOVA) para os

resultados de produtividade em biomassa, representado na tabela 6. O F calculado para a

regressao foi quase dez vezes maior que o F tabelado, evidenciando que o modelo foi

significativo a um nivel de confianca de 90%, sendo esse bem ajustado para os resultados

obtidos. Também, ndo houve falta de ajuste, pois o F calculado foi menor que o F tabelado.

Para o fator de conversao de substrato em biomassa, foram obtidos os feitos

estimados, e os valores de t e p-valor a um nivel de confianca de 90%, afim de observar a

influéncia de cada varidvel independente no consumo de substrato convertido em producao de

biomassa. Sendo, esses representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores de t e p-valor e efeitos estimados de Yx/s, gerado no software STATISTICA® versao 10.

Fatores Efeitos Erro Padrao t(2) p
Média 0,733667 0,014146 51,8637 0,000372
Sacarose (L) -0,212325 0,017325 -12,2552 0,006592
Aeracio (L) -0,001325 0,017325 -0,0765 0,946001
Agitacio (L) 0,015675 0,017325 0,9047 0,461095
Sacarose x Aeracio 0,058825 0,017325 3,3953 0,076875
Sacarose x Agitacio -0,015175 0,017325 -0,8759 0,473463
Aeraciao x Agitacio -0,175175 0,017325 -10,1109 0,009641

R? = 0,97; Nivel de confianca = 90% ; p-valor < 0,10

Fonte: dados da pesquisa.

Desses dados, foi obtido um R2 de 0,97, o que se caracteriza como 6timo, com um

valor maior que o gerado pela andlise de biomassa, representando a porcentagem de variacao

de substrato convertido em células de levedura em relagdo as varidveis independentes

significativas. Dessa forma, as varidveis independentes, que se mostraram significativas para o
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processo foram concentracio de sacarose e a interagcdo de aeragdo e agitacao, gerando um efeito
negativo para essa conversao e a intera¢do concentracao de sacarose e aeracdo de forma positiva
para essa varidvel dependente.

Com esses efeitos pode-se inferir que aumentando a concentragdo de sacarose e
aeracao concomitantemente, vocé obtém uma eficiente conversdo do substrato em biomassa.
Porém, altas concentracdes de acucar inicial podem ser prejudicial para essa conversdo. Bem
como, altas taxas de aeracdo e agitacdo associadas, dificulta a transferéncia dessa fonte de
carbono para a célula e consequentemente a producao de biomassa.

Segundo Schimidell (2001) conclui-se, portanto, que de nada adiantaria dissolver
centenas de gramas de glicose por litro, além das quantidades necessdrias dos demais nutrientes,
para que se imaginasse efetuar um processo fermentativo descontinuo aerébio, sem que se
imaginasse igualmente introduzir, ao longo do processo, o 0xigénio necessario para suportar a
condicdo de aerobiose, tendo em vista a baixissima capacidade de armazenar o O> na solugdo.
Essa afirmacdo explica o efeito negativo da varidvel independente concentragdo de sacarose
inicial e o efeito positivo da aeracdo associado a concentracao inicial de sacarose, favorecendo
a conversao de substrato em biomassa. Como foi explicado acima e fortalecendo essa hipotese,
altas taxas de agitacdo e aeracdo torna o ambiente desfavordvel para a transferéncia desse
substrato para as células da levedura.

Da mesma forma que a biomassa foi realizado uma ANOVA para os resultados de
Yx/s, representado na Tabela 8. O F calculado para a regressao foi quase vinte vezes maior que
o F tabelado, evidenciando que o modelo foi significativo a um nivel de confianga de 90%,
sendo esse bem ajustado para os resultados obtidos de Yx/s. Também, ndo houve falta de ajuste,

pois o F calculado foi menor que o F tabelado, indicando que a estimativa de variincia é correta.

Tabela 8 — Andlise de Varidncia para o fator de conversao de substrato em biomassa.

Fontes de Soma Grau de Quadrado

Variacao Quadriatica | Liberdade | Médio Fcalculado Ftabelado
Regressao 0,1622 7 0,1622 100,4753704 5,266195
Residuo 0,004843 3 0,001614

Falta de ajuste 0,003642 1 0,003642 6,067148112  8,526316
Erro puro 0,001201 2 0,000600

Total 0,171885956 13
R2=0,97

Fonte: dados da pesquisa.
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Com os resultados pode-se definir as condi¢des de processos que possuem uma
maior producdo de biomassa, podendo ser utilizado para realizar estudos em reatores de escala
maior, para alta producdo de Candida pseudointermedia. Além de estudos em escala de campo

para sua aplicacdo como agente de controle biolégico.
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5.CONCLUSAO

As melhores condi¢des de produgdo da levedura Candida pseudointermedia foram:
concentracdo de sacarose no meio de 25 g/L, taxa de aerag@o de 8 La/min e taxa de agitagdo de
200 rpm, produzindo 24,35 g/L. de biomassa da levedura, com uma produtividade de 0,811
g/L.h e um fator de conversao de substrato em biomassa de 1,03 g/g. Altas concentra¢des de
sacarose hidrolisada no meio inibem o crescimento da levedura, bem como, altas taxas de

agitacdo e aeracao.
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