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RESUMO

CANGUSSU, Alex Sander Rodrigues, M.S., Universidade Federal de Vigosa, Julho
de 2003. Cinética de crescimento e metabolismo de Levedura
potencialmente probidtica. Orientadora: Flavia Maria Lopes Passos.
Conselheiros: Célia Alencar de Moraes e Virginia Maria Chaves Alves.

A cinética de crescimento e metabolismo da levedura UFV-3 isolada da
microbiota intestinal de leitdes recém-nascidos foi estudada na perspectiva de sua
utilizagdo como probidtico. As principais condicfes de cultivo foram sugeridas em
meio YPD. Temperatura e pH foram investigados na faixa de 28-45 °C e 3.8-5.5.
A levedura UFV-3 apresentou pH 6timo de crescimento de 4.7 e temperatura de
40 °C. A cinética de crescimento foi avaliada em trés niveis de aeracao: aerobiose,
microaerobiose e anaerobiose. O coeficiente de rendimento celular foi de 0.03
g.mmol?, 0.02g.mmol* e 0.01g.mmol* nas condicbes de aerobiose,
microaerobiose e anaerobiose respectivamente. Os efeitos dos niveis de aeracéo
no metabolismo oxido-redutivo foram analisados pela produgéo de etanol, glicerol
e &cidos organicos. A concentracao final de etanol alcancou 120 mmol.L™, 174,03
mmol.L* e 101 mmol.L? para as condicdes de aerobiose, microaerobiose e
anaerobiose respectivamente. O coeficiente de rendimento de produto da
conversdo de glicose em etanol foram 1.1 mmol.mmol™, 1.6 mmol.mmol™* e 1.7
mmol.mmol™ para as respectivas condicdes de aerobiose, microaerobiose e
anaerobiose. Glicerol foi produzido em concentra¢es de 11 mmol.L™, 10mmol.L™
e 7 mmolL? nas condicdes de aerobiose, microaerobiose e anaerobiose
respectivamente. O coeficiente de rendimento de produto da converséo de glicose
em glicerol foram 0.10 mmol.mmol™, 0.09 mmol.mmol™* e 0.11 mmol.mmol™ para
as respectivas condicdes de aerobiose, microaerobiose e anaerobiose. Tracos de
concentracbes de metabolitos como &acido propidnico, acido latico, e acido
succinico foram detectados. Acido acético ndo foi detectado em nenhum dos

niveis de aeracgdo estudados.
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ABSTRACT

CANGUSSU, Alex Sander Rodrigues, M.S., Universidade Federal de Vigosa, July
of 2003. Growth kinetics and metabolism of a potentially pro biotic yeast.
Adviser: Flavia Maria Lopes Passos. Committe members: Célia Alencar de
Moraes and Virginia Maria Chaves Alves.

Growth kinetics and metabolism of isolated yeast UFV-3 from intestinal
microbiota of newly born pigs, was studied in the perspective of its use as
probidtic. Main culture conditions were suggested in medium YPD. Temperature
and pH were inestigated respectively in the range of 28-45 °C and 3.8-5.5. The
yeast UFV-3 has shown optimal growth at pH of 4.7 and temperature of 40 °C.
Growth kinetics was evaluated in three aeration levels: aerobe, microaerobe and
anaerobe. The cellular yield was 0.03 g.mmol™*, 0.02g.mmol™* and 0.01g.mmol™ in
aerobe, microaerobe and anaerobe respectively. Effects of the aeration levels on
the oxide-reductive metabolism were analyzed by the ethanol, glycerol and organic
acids production. Ethanol final concentration reached 120 mmol.L™, 174 mmol.L?,
and 101 mmol.L™ respectively for aerobe, microaerobe and anaerobe conditions.
Production yield coefficient for conversion of glucose into ethanol were 1.1
mmol.mmol™, 1.6 mmol.mmol®, and 1.7 mmol.mmol™ respectively for aerobe,
microaerobe and anaerobe conditions. Glycerol was produced in concentrations of
11 mmol.L"* and 10 mmol.L™* and 7 mmol.L™ in aerobe, microaerobe and anaerobe
respectively. Production yield coefficient for conversion of glucose into glycerol
were 0.10 mmol.mmol™, 0.09 mmol.mmol™ and 0.11 mmol.mmol™ respectively for
aerobe, microaerobe and anaerobe conditions. Metabolites as propionic, lactic and
succinic acids were detected in trace concentrations. Acetic acid was not detected

in none of the studied aeration levels.



1. INTRODUCAO

O Brasil € o oitavo maior produtor de suinos do mundo, onde 6,86 milhdes
sédo produzidos na regido sudeste o que equivale a 18,8% da producao total do
pais. Essa regido € a terceira maior produtora e a segunda maior consumidora de
suinos do pais, sendo que no estado de Minas Gerais a regido da zona da mata
concentra a maior producao do estado e destaca-se no investimento da pesquisa
e desenvolvimento da suinocultura. Em 2001 o mercado internacional de suinos
obteve um crescimento de 2,4% em referéncia ao ano anterior, alavancado
principalmente pelo excepcional crescimento do Brasil com 47%, acompanhado
dos Estados Unidos e Canada com 18% e 8%, respectivamente.

No caso de suinos, as enfermidades digestivas que acometem animais
lactentes e logo apdés o desmame ocasionam perdas econdmicas. Clinicamente
ocorrem diarréia, diminuicdo de peso ou morte subita, em virtude da modificacdo
de sua microbiota intestinal, acarretando em diminuicdo na ingestao de alimentos,
baixo desempenho animal e conseqiientemente a suscetibilidade para doencas. E
pratica comum a administracdo de antibidticos em doses terapéuticas e
subterapéuticas como tratamento contra infeccbes. Entretanto, essa pratica é
condenavel ndo s6 pela ineficiéncia no controle das disenteria, mas também,
devido casos constantes de resisténcia bacteriana, além da possibilidade de
incorporacao de residuos de antibidticos em produtos derivados de animais.

A administracdo de leveduras na alimentacdo de leitbes em desmame tem
sido uma alternativa que proporciona beneficios, como melhoria na adaptacdo da
nova fase de crescimento, regularizando o consumo de alimentos e o ganho de
peso. A acao probidtica de culturas de leveduras tem sido associada a diversos

fatores, como a producédo de substancias antimicrobianas, a competicdo por sitios



para adesao no intestino, por nutrientes e a imunoestimulagéo, beneficiando o
restabelecimento da relac&o ideal entre microrganismos benéficos e patogénicos,
além da reducdo do estresse relacionado ao periodo de desmame e aos
tratamentos com antibiéticos.

Sant’ana (2002) em testes in vitro selecionou a levedura UFV-3 que
apresentou acao inibitéria no crescimento de patégeno de suinos, além de sua
capacidade de crescimento em condi¢cfes adversas que simulam o ambiente do
trato digestivo animal. A possibilidade do emprego da levedura UFV-3 como
probidticos de suinos depende de testes em animais.

Para testar o potencial in vivo da levedura UFV-3, é necessario a definigcdo
das condicdes de producdo de biomassa. Portanto, este trabalho propde
determinar as condi¢des Otimas de temperatura, pH e aeracdo da levedura UFV-3,
ja caracterizada como resistente as condi¢cdes do trato digestivo animal, que
possibilitem o desenvolvimento de sistemas de producdo de massa celular para

sua aplicagcdo em animais.



2. REVISAO DE LITERATURA

A producao de biomassa de levedura para uso como suplemento na ragao
€ uma alternativa para manter a saiude e o desempenho animal, contribuindo
diretamente para uma melhor digestibilidade da matéria ingerida, maior producéo
de leite, e aumento no ganho de peso [12]. As culturas de leveduras ativas na
racdo animal constituem um probiotico, isto €, microrganismos vivos néao
patogénicos presentes em alimentos ou suplemento alimentar com efeito benéfico
por melhorar o balanco microbiano de animais [18]. Leveduras do género
Saccharomyces, como Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces boulardii, ja
foram usadas como probiéticos de suinos e de bovinos [01, 06, 14 ].

A acdo benéfica dos microrganismos probiéticos pode ser devida a
producéo de substancias antimicrobianas, a competicdo por sitios para adesao no
intestino e por nutrientes e a imunoestimulacéo [34]. As perspectivas do emprego
na alimentacdo animal, incluem o restabelecimento da relacdo ideal entre
microrganismos benéficos e patogénicos, o combate a problemas associados ao
estresse - falha na ingestdo do colostro, no desmame, ao transporte para uma
nova locacdo, a forte luminosidade em animais bem alimentados, e aos
tratamentos com antibiéticos [34].

A ingestdo dos microrganismos probioticos é dificultada pela presenca de
substancias existentes no trato digestivo animal, capazes de inibir seu
crescimento. As espécies de probibticos possuem sensibilidades diferenciadas a
tais condicdes. A presenca de lisozimas, enzimas pancreaticas, baixo pH, acidos
organicos e sais biliares, tém sido identificadas como barreiras que dificultam a
sobrevivéncia e colonizagdo do probidtico e também tém sido usadas para o0s
testes de seleg¢do [01, 21]. No isolamento de um bom probiético é importante

considerar preferencialmente, a relacdo espécie especifica, ou seja, direcionar o



isolamento e o desenvolvimento do probidtico em animais selecionados em
perfeitas condicdes clinicas [44].

A determinacéo do potencial probiotico de leveduras da microbiota intestinal
de leitbes recém-nascidos, por Sant'ana [40], selecionou uma levedura
potencialmente probidtica para suinos. A levedura codificada como UFV-3
apresentou acao inibitéria no crescimento de patégeno de suinos Cryptococcus
laurentii. Essa comprovada atividade killer e a capacidade de crescimento em
condi¢cGes adversas, que simulam o ambiente do trato digestivo animal, foram 0s
critérios adotados para a selecao da levedura UFV-3.

Em ruminantes, as culturas de leveduras agem na fermentacdo ruminal,
alterando o pH e o0 aumento da producao de acidos graxos volateis como acetato,
propionato, butirato, usado como fonte energética para o animal. Entretanto,
lactato e metano, também sdo produzidos durante o metabolismo no rumem,
gerando um ambiente hostil ao animal. As culturas de leveduras contribuem para a
diminuicdo dos niveis destes compostos, por estimular o crescimento de bactérias
gque os utiizam como fonte de carbono e energia e, consequentemente,
contribuindo para maior produtividade animal [20, 30, 50 ]. Segundo McArthur &
Miltimore [33], o rumem é considerado extremamente anaerdbico, mesmo em
animais fistulados os niveis de oxigénio ficam entre 0,5 e 1%. Entretanto, esse
baixo nivel de oxigénio € letal para bactérias estritamente anaerdbica. O uso das
culturas de leveduras tem contribuido na eliminacdo do oxigénio existente [38].
Além dos beneficios na fermentacdo ruminal, as culturas de leveduras podem
apresentar efeitos pos-rumem [13, 30, 35, 48]. Trabalhos mostram que a presenca
de culturas viaveis de Saccharomyces cerevisiae no intestino de ovelhas tém
gerado beneficios, como a reducdo da temperatura retal de animais estressados
ao calor.

Fiems [15], relata que a adicdo de Saccharomyces cerevisiae em animais
gera em media aumento de 9,5% do peso vivo em bezerros, 7,8% de aumento no
ganho de peso em machos adultos e 3,9% no rendimento de leite em vacas em
lactacdo. Dann, et al., [12], verificaram que a adicdo de culturas de leveduras na

dieta de vacas em lactacdo gerou resultados significativos quanto ao consumo e a



maior digestdo da matéria seca ingerida, além de propiciar maior producéo de leite
nos primeiros 42 dias de tratamento.

Em leitdes jovens observam-se modificacbes da microbiota intestinal
durante o periodo de desmame. Essas modificacbes provocam estresse ao
animal, afetando diretamente sua alimentacao, acarretando baixo desempenho e,
consequentemente, a suscetibilidade a doencas. O resultado €, portanto, uma
retardacdo pos-desmame que é comumente tratadas com doses subterapeuticas
de antibiéticos. No entanto, o uso indiscriminado de antibi6ticos pode promover o
desenvolvimento de bactérias resistentes, fato que tem gerado proibicdes por
alguns paises do emprego de tais tratamentos, com o fim de melhorar conversao
alimentar e o ganho de peso. Além disso, 0 emprego de tais tratamentos pode
acarretar também a contaminacdo de produtos de origem animal, desde ovos,
carnes de aves, suinos e bovinos resultando em problemas para o consumidor
[07, 09, 25, 32]. Uma alternativa para este problema € o desenvolvimento de
aditivos que geram efeitos positivos no desempenho desses animais. Os
microrganismos probidticos, incluindo culturas de leveduras e lactobacilos, tém
contribuido na melhoria do desempenho reprodutivo e beneficiando os leitdes na
fase de desmame [17, 24, 27 31, 36]. Mathew et al., [31], verificaram que a acgao
de culturas de leveduras em leitbes gerou aumentos significativos no consumo da
matéria ingerida e no peso animal vivo.

A determinacdo das condi¢cdes Otimas de temperatura e pH e oxigénio
auxilia no melhor entendimento da fisiologia microbiana e possibilita sua aplicacéo
para otimizacdo de sistemas de bioprocessos, gerando aumentos na producéo de
substancias de interesse industrial como biomassa microbiana.

A variacdo da velocidade especifica de crescimento p (h™'), como funcéo da
temperatura € comumente estudada pela equacgdo de Arrhenius.

[K=Aexp (-e/RT)]
Onde;
K, velocidade especifica de crescimento,

A, colisédo ou fator de frequéncia



e, temperatura caracteristica que € similar a energia de ativacdo na

equacdao de Arrhenius,

R, constante universal dos gases,

T, temperatura em Kelvin.

A equacao de Arrhenius para muitos microrganismos demonstra uma
relacdo linear na temperatura média, chamada de temperatura normal. Abaixo e
acima da temperatura normal a velocidade especifica de crescimento € menor do
gue o valor previsto pela extrapolacdo da curva, o que resulta na inabilidade dos
microrganismos obterem sua taxa de crescimento 6timo [11]. Ratkowsky et al.,
[37], apresentou uma relacéo linear entre a raiz quadrada da velocidade especifica

de crescimento (4 h™) como funcéo da temperatura.

Vi =b (T-To)

Onde;

b, coeficiente de regressao

To, temperatura hipotética, uma propriedade intrinseca dos

microrganismaos.

Embora esta relacdo apresente limitacdo para a extrapolagcdo da
temperatura minima de crescimento, 0 emprego desse modelo tem principal
objetivo prever valores intermediarios da velocidade especifica de crescimento
com base em dados experimentais limitados.

O efeito do oxigénio no nivel intracelular de muitas proteinas tém sido
mostrados pela transcricdo diferencial dos seus genes em condi¢gdes culturais
influenciadas pela oxigenacéo. Muitas dessas proteinas tém funcdo na respiracao,
como os citocromos da cadeia transportadora de elétrons, sintese de esterol,
grupo prostético heme ou acidos graxos insaturados, além de proteinas de
resposta ao estresse oxidativo. Na respiracdo tem duas principais funcdes, a
oxidacao e reducédo de cofatores e a geracao de energia na forma de ATP, o que
possibilita aumento do rendimento de biomassa, e a diminuigdo do rendimento de
etanol [26].



Os genes regulados por oxigénio podem ser classificados em dois grupos -
genes aerbbicos, transcritos otimamente em presenca de ar, € genes hipoxicos,
transcritos otimamente em padrdes andxicos ou condicdes de microaerofilia.
Entretanto, ndo esta bem claro como leveduras e outros eucariotos recebem o
sinal da presenca de oxigénio, e nem como a sensibilidade ao oxigénio é
transmitida para a ativacao ou repressao dos genes [08].

Em condi¢Bes limitadas de oxigénio a energia celular de leveduras pode ser
obtida pela fermentacgéo alcodlica, no entanto, a conversao de glicose em etanol é
redox neutra, ndo sendo possivel a reoxidagdo do excesso de equivalentes
reduzidos gerados na assimilacéo. A producéo de glicerol pode servir como uma
alternativa celular para o balanco redox, mas requer gasto de ATP [45]. A partir de
etanol, leveduras podem excretar uma variedade de metabdlitos, estes incluem
polialcoois - glicerol, eritritol, arabinitol, xilitol, ribitol, acidos monocarboxilicos -
principalmente acido acético e acido piravico, acidos dicarboxiicos e tricarboxilicos
- acido succinico, acido citrico e isocitrico. A producdo desses metabdlitos
depende da espécie em particular, podendo ocorrer tanto em condi¢cdo aerdbica
ou anaerdbica. No entanto, a via de formacao e o destino do poder redutor gerado
nao sdo completamente elucidados [45].

O oxigénio inibe os processos anaerdbicos e simultaneamente diminui a
taxa de conversado de glicose. Esse efeito inibidor do oxigénio é um exemplo da
regulacdo metabdlica por um substrato. O oxigénio é fator limitante quando o
nivel de oxigénio dissolvido € menor que a concentragao critica de oxigénio. Neste
caso, a velocidade especifica de crescimento segue a equacdo de Monod em
relacdo a concentracdo de oxigénio. Em culturas com altas concentracdes de
células, a taxa de consumo de oxigénio pode exceder a taxa de suprimento de
oxigénio, acarretando na limitagédo por oxigénio [04].

A transferéncia da bolha de oxigénio para a célula € normalmente limitada
pela transferéncia de oxigénio através do liquido que circunda a bolha. A taxa de

transferéncia de oxigénio da fase gasosa para a fase liquida é representada por:

No, =k, ALC*-C_)=OTR E1l.



sendo k. o coeficiente de transferéncia de oxigénio (cm/h), a é area da interface
gas-liquido (cm?cm?®), C* é a concentracdo de saturacdo de oxigénio dissolvido
(mg/L), C_ € a concentracdo de oxigénio dissolvido (mg/L) e No, é a taxa de
transferéncia de oxigénio (mg O,/L-h). O termo taxa de oxigénio transferido (OTR)
também € usado. A taxa de consumo de oxigénio, definida como OUR € expressa

como.

HiX E2.

OUR =do, X = ~
2

sendo go; a taxa especifica de consumo de oxigénio (mg O,/g célula.h), Yyo2 € 0
coeficiente de rendimento de oxigénio (g.célula/g-O,) e X € a concentracdo de
célula (g.célula/L).

Quando oxigénio dissolvido é limitante, a taxa de consumo de oxigénio sera
igual a taxa de transferéncia de oxigénio do gas para o liquido. Se néao for
considerada desprezivel a quantidade de O, para manutencdo, comparado com a

guantidade para crescimento, entao:

HIX _ rmact-c) E3.
X102
dX

O suplemento adequado de oxigénio € essencial para a fermentacéo
aerdbica. Siegell e Gaden [41], atribuem o aumento do K a durante a fermentacéo,
as alterac6es metabdlicas do meio, resultando na formacédo de pequenas bolhas,
e por consequéncia, no aumento da area interfacial gas-liquido. Duas teorias tém
sido propostas, sobre a respiracdo de células acumuladas na interface gas-liquido.
Uma teoria assume que a transferéncia direta de oxigénio ocorre quando ha o
contato entre a célula e o liquido que circunda a bolha do gas, o que elimina a
resisténcia de transferéncia do oxigénio [5]. A outra teoria baseia-se na saturagéo

da concentracédo de oxigénio na interface gas-liquido [42, 43].



A definicdo das condicbes oOtimas de oxigénio, temperatura e pH para
crescimento de microrganismos de importancia econdmica, tem como finalidade
otimizar a producdo de substancias de interesse econdmico, possibilitando a

sistematizacao para escala de producéo industrial.



3. OBJETIVO GERAL

Determinar condicbes Otimas de crescimento, pH, temperatura e aeracdo da
levedura UFV-3 isolada de leitbes recém nascidos ja caracterizada como levedura
com potencial para uso como probioticos de suinos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

3.1.1 Determinar o efeito de diferentes valores pH e de temperatura no

crescimento da levedura UFV-3 em meio de cultura YPD.

3.1.2 Ajustar um modelo matematico para justificar o efeito simultdneo de pH e

temperatura no crescimento da levedura UFV-3.

3.1.3 Determinar o efeito de trés condi¢bes de aeracao: aerobiose, microaerobiose
e anaerobiose no crescimento da levedura UFV-3 em valores de pH e temperatura

previamente definidos.
3.1.4 Definir coeficientes cinéticos de consumo de substrato, producédo de

metabdlitos e producdo de biomassa da levedura UFV-3 nas condi¢cdes de

aerobiose, microaerobiose e anaerobiose.
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4. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado nos laboratérios de Fisiologia de Microrganismos do
Departamento de Microbiologia - UFV, instalado no Instituto de Biotecnologia
Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO) e de Engenharia Bioquimica (LEB) da

industria de produtos veterinarios VALLEE S.A., situada em Montes Claros — MG.

4.1 Microrganismo e Meio de cultivo

A levedura UFV-3 objeto deste estudo foi isolada da microbiota intestinal de
leitdes recém-nascidos, da Suinocultura do Departamento de Zootecnia da UFV, e
selecionada in vitro como resistentes as condi¢cdes ambientais do trato digestivo
[40]. A levedura UFV-3 foi encaminhada ao servi¢co de identificacdo de leveduras
CBS-Holanda, para ser submetida a andlise taxondmica. O estoque de culturas da
levedura UFV-3 foi armazenado a -80 °C em meio YPD — 20 % de glicerol e
ativadas a 30 °C 160 rpm por 12 h. O meio YPD constituido em g.L™" por extrato
levedura, 10; Peptona, 20 e Dextrose, 20, foi esterilizado a 121 °C por 25min.

usado em todos experimentos.
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4.2 Cinética de crescimento da levedura UFV-3 em fu ncdo de pH e

temperatura

ApoOs ativacdo do inéculo em incubadores rotacionais 160 rpm a 30 °C
por 12 h, a cultura foi centrifugada a 5000 g a 4 °C por 5 min, e o sedimento
celular obtido, foi ressuspendido em meio YPD. A cinética de crescimento em
funcdo de temperatura e pH foi conduzido em sistema de batelada sob agitagéo,
com velocidade rotacional a 160 rpm (New Brunswick Scientific Co., USA), em
frasco erlenmeyer de 500 mL, contendo 150 mL de meio YPD, inoculados com
D.0O.600 de 0.05. Os valores de temperatura e pH inicial estudados variaram de 28
a 45 °C e 3.8 a 5.5, respectivamente. Os valores de pH de estudos foram
determinados considerando a relacdo de equidistancia da concentracdo de [H'],
fundamentado nos valores de pH usados para crescimento de leveduras. Para o
ajuste dos valores iniciais de pH, foram adicionadas solu¢des de HCI 1N e NaOH
3N. Durante os cultivos foram coletadas amostras para leitura da D.O.g00 €M
espectrofotometro (BECKMAN DU640). A correlacdo da densidade o6tica com
peso da matéria seca determinou que uma unidade de D.O.g0 € equivalente a
0,549 g.L™* de massa celular.

As velocidades especificas de crescimento foram calculadas pelo logaritmo
natural (In) dos dados de populacdo versus tempo na fase exponencial de

crescimento.

4.3 Cinética de crescimento da levedura UFV-3 em fu ncado da aeracao

O in6culo de 1% (v/v) de uma cultura pré-ativada foi transferido para um
volume de 250 mL de meio YPD, incubado a 40 °C a 160 rpm. Atingido D.O.gno de
0.5, todo esse volume foi transferido para o fermentador. O cultivo teve inicio com

uma concentracao celular inicial D.O.g00 0.05. Os efeitos do oxigénio na cinética da
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levedura UFV-3 foram avaliados no cultivo em batelada em fermentador (BIOFLO
lll, New Brunswick Scientific Co., USA) equipado com controles automaticos de
temperatura a 40 °C e pH 4.7, pela adicdo de HClI 1N e NaOH 3N. Neste
experimento foram estudados trés niveis de aeracdo - anaerobiose,
microaerobiose e aerobiose. Para o0 cultivo em anaerobiose, eliminou-se
inicialmente o oxigénio dissolvido no meio. Para isso, realizou-se a esterilizacéo
da dorna contendo meio YPD a 121 °C por 25 mim, seguido de injecdo de N, sob
agitacdo de 300 rpm por 20 mim. Alcancado a condi¢cao de anaerobiose, o cultivo
teve inicio com entrada constante de N, na interface gas-liquido do fermentador,
sob agitacdo de 50 rpm. No cultivo em microaerobiose, o0 sistema ndo recebeu
nenhuma entrada de gas, apenas agitacdo de 150 rpm. No cultivo em aerobiose, 0
sistema recebeu a entrada de ar na interface gas-liquido do fermentador, com
agitacdo constante de 300 rpm. Em todos os experimentos foram coletadas
amostras em intervalos de uma hora para monitoramento do aumento de

biomassa e analises cromatograficas.

4.3.1 Analise de substrato e metabdlitos

As concentragfes de acUcar consumidos e acidos organicos, alcoois
formados durante o cultivo foram determinadas por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Cada amostra foi previamente diluida a 1:10 em H,SO,4 10
mM e filtrada em filtro 0,45 pum. Foi utilizada uma coluna Aminex HPX-87H (BIO-
RAD Laboratories, Richmond Califérnia) e um detector de indice de refracdo
(WATERS 410 Differential Refractometer Detector). Esse detector possui indices
refrativos de 1 a 1,75 e faixa de medida compreendida entre 5 x 10 a 5 x 107
unidade de indice refrativo (RIU). A coluna usada na quantificacdo foi eluida com
H,S0. 5 mM, a 65 °C e fluxo de 0,6 mL.min™*. As concentracdes de glicose, acidos
organicos e etanol foram obtidos pela regresséao linear de padrdes externos e pela

integracao dos picos de cada substancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Cinética de crescimento da levedura UFV-3 em fu ncdo de pH e

temperatura

A levedura UFV-3 em cultura foi observada sob microscopia 6tica
revelando-se grupos de células em estagio de brotamento e com formato
elipsoidal (Figura 1). Os efeitos da temperatura e do pH na cinética de crescimento
da levedura UFV-3 foram determinados pela variacdo da velocidade especifica de
crescimento p (h™) (Figura 2). Observa-se que 28 °C foi a temperatura estudada
gue apresentou os menores valores de (. No cultivo a 40 °C observou-se os
maiores valores da 1 e de massa celular (Figura 2 e 3). Esta condi¢cdo apresentou
diferencas significativas tanto para a 4, quanto de massa celular, comparado ao
cultivo a 35 °C. A p a 40 °C, foi o dobro da p obtida no cultivo a 35 °C. Quanto aos
valores de pH de cultivo nenhum efeito significativo foram observado na pu, bem
como para a producédo de massa celular (Figura 2 e 3). A 45 °C é verificada queda
significativa da g comparado ao cultivo a 40 °C. Na Figura 4 esta apresentado a

variacdo da i em funcéo das temperaturas de cultivo em pH 4.7.
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Figura 1. Micrografia da levedura UFV-3 em fase de crescimento exponencial
tratadas com corante azul de metileno em microscopio Olimpus BX40
com aumento de 400X.
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Figura 2. Efeito das diferentes condicdes de temperatura e de pH na
velocidade especifica de crescimento p (h*) da levedura UFV-3.

16



>

D.O600 maxima

T T T T T

3,8 4,2 4,4 4,7 55

pH

28 30 35 40 45

Temperatura ( °C)

Legenda

—4— Temperatura
—A— pH

Figura 3. Densidade celular maxima da levedura UFV-3 em diferentes
condi¢cles de temperatura e pH em meio YPD.

17



0,6
0,4 4
Equacéo da reta
0.2 1 = - 8584,8x + 27,792
°
e 0,0 R2 = 0,9793
=
% -0,2 -
1S
=
£ -04 -
-0,6 A
-0,8 H
-1,0 T T T T T
3,14 3,19 3,25 3,30 3,32

1/T (K) x 10 3

Figura 4. Efeito da temperatura na velocidade especifica maxima de
crescimento da levedura UFV-3 em meio YPD com pH 4.7 em
incubador rotativo a 160 rpm.

18



A variacdo da velocidade especifica de crescimento com a temperatura
pode ser descrita de acordo com a equacgdo de Arrhenius. Neste modelo é
esperado um aumento exponencial da p dentro da faixa de linearidade. Com o
logaritmo natural da equacéo é possivel obter a energia de ativacao.

Assim,

Inpu=Inp,—E/R*LT

Inp vs 1/T, temos:

(- E/R), inclinagéio = - 8584,8 K*

(R), constante dos gases em J = 8,3144 J K™* gmol™.
E = energia ativacao

Portanto:

E = 8584,8 K (8,3144 J K* gmol™) = 71377,46 J gmol™.
E = 7,14 x 10* KJ gmol™

Ajustando o modelo

H=H e E/RT
- Mo

Entao,

u=1,175 x 1012 g 8584.8T(K)
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A maior velocidade de crescimento e maior producao de massa celular a 40
°C, reflete o habitat natural de onde esta levedura foi isolada, isto &, microbiota
intestinal, onde predomina temperaturas de 37 °C [23]. O desempenho a
temperatura de 40 °C € uma importante condicdo que possibilita 0 uso dessa
levedura UFV-3 como probidtico de animais, confirmando estudo anterior sobre
sua adaptacéo as condic¢des do trato digestivo animal [40]. A maioria das espécies
de leveduras na natureza possui temperaturas 6timas de crescimento por volta de
30 °C. No entanto, algumas espécies de leveduras do género Saccharomyces,
Torulopsis e Candida tem sido reportadas em crescerem a 37 °C, uma
caracteristica importante para sobrevivéncia e colonizacdo do probiotico no trato
gastrointestinal de animais [10, 22, 01].

Os resultados sugerem o cultivo da levedura UFV-3 a temperatura de 40
°C. Como os valores de pH de cultivo n&o apresentaram diferengas significativas
entre si, foi definida a condicdo de temperatura a 40 °C e o pH 4.7 para a
avaliacao do efeito da aeracdo sobre a producdo de biomassa e metabolismo da
levedura UFV-3.

5.2 Cinética de crescimento da levedura UFV-3 em fu nc¢éo da aeracéo

O efeito da aeracdo na cinética de crescimento da levedura UFV-3 foi
realizado em trés niveis de aeracao: aerobiose, microaerobiose e anaerobiose,
em meio YPD pH 4.7 a 40 °C. A concentracéo inicial de glicose nos trés niveis de
aeracdo foi aproximadamente 20 g.L™. A Figura 5 mostra a cinética de consumo
de glicose e producao de biomassa nas culturas da levedura UFV-3 sob os trés
niveis de aeracdo. Observa-se que a cultura em anaerobiose gerou menor
producdo de biomassa (0,58 g.L™) concomitante menor consumo da glicose
disponivel, com concentracdo de glicose remanescente no meio de 8,418 g.L™
ap6s 11 h de cultivo. Esse comportamento pode ser devido a deficiéncia de
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substancias no meio de cultivo cuja sintese pela levedura depende de oxigénio,
como por exemplo ergosterol.

Leveduras sdo incapazes de crescerem otimamente na completa auséncia
de oxigénio sem que haja a presenca de ergosterol. Isto porque além de sua
importdncia como aceptores finais na respiracdo durante o crescimento aerébico,
0 oxigénio € requerido também para a manutencdo do crescimento e envolvidos
na biosintese de esterol e acidos graxos insaturados. O ergosterol e 0 acido oléico
séo requeridos por Saccharomyces para o crescimento em anaerobiose.

O cultivo em aerobiose proporcionou maior concentracdo de biomassa.
Nesta condicdo, verificou-se a completa deplecdo da glicose disponivel e uma
producdo de biomassa de 3,02 g.L'. Em microaerobiose verificou-se maior
consumo de glicose, e biomassa de 2,22 g.L™, comparado com o cultivo em
anaerobiose. Nesta condigéo verificou-se ao final de 11 h de cultivo, residuos de
glicose no meio. O baixo nivel de oxigénio contribuiu para reducdo tanto da
velocidade de consumo de glicose quanto da velocidade especifica de
crescimento comparado ao cultivo em aerobiose. O Quadro 1 mostra 0s
parametros cinéticos obtidos da levedura UFV-3 cultivados nos trés niveis de
aeracdo. Verificou-se que o coeficiente rendimento celular obtido em anaerobiose
(0,01 g.mmol™) foi duas vezes menor que em microaerobiose (0,02 g.mmol™). Em
aerobiose o coeficiente de rendimento celular foi de 0,03 g.mmol™, representando

o maior coeficiente de rendimento celular dos trés niveis de aera¢éo estudado.

21



24 3,5
20 4 - 3,0
F25 ~
FT\ 16_ '
L —
= -20 D
2 121 3
@) r15 @
2 =
O 8- S
L 10 @
- 0,5
12

Tempo (h)
Legenda

—e— glicose anaerobiose
A glicose microaerobiose
—1#— (licose aerobiose

—O— biomassa anaerobiose
-4+ biomassa microaerobiose
—{O— biomassa aerobiose

Figura 5 Consumo de glicose e producédo de biomassa da levedura UFV-3 em
meio YPD pH 4.7 a 40 °C em trés niveis de aeracdo: aerobiose,
microaerobiose e anaerobiose.
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A cinética de crescimento da levedura UFV-3 nos trés niveis de aeracéo &
apresentada na Figura 6. Verifica-se que em todos os niveis a levedura UFV-3
alcancou crescimento exponencial apés uma hora de cultivo. Dentre os niveis de
aeracdo em estudo, o cultivo em aerobiose proporcionou fase de crescimento
exponencial mais longa, 5 horas. A partir deste tempo, uma fase de
desaceleracao, seguida de uma fase estacionaria que se prolonga até o final do
cultivo, 11 horas. Neste nivel de aeracgéo, a velocidade especifica de crescimento
alcancou seu valor méaximo 1,08 (h™) e biomassa maxima de 3,02 g.L"}(Quadro 1).

No cultivo em microaerobiose, observou-se fase de crescimento
exponencial mais curta comparado ao cultivo em aerobiose, com uma duracao de
3 horas aproximadamente e uma fase de desaceleracdo que se extendeu até 7
horas, com posterior fase estaciondria ate o final de cultivo, 11 horas. A velocidade
maxima de crescimento foi de 0,91 (h™) e a biomassa maxima de 2,22 g.L™*. Em
anaerobiose, a duracdo da fase de crescimento exponencial foi de
aproximadamente 4 horas com velocidade especifica de 0,52 (h™) e biomassa
maxima de 0,58 g.L™.

Em aerobiose a biomassa maxima foi alcancada quando ndo havia glicose
disponivel no meio (Figura 5). A partir de 5 horas de cultivo, a concentracdo de
células presente possivelmente requeria concentracdes maiores de glicose. A
partir dai, € observado um crescimento celular proporcional & concentracdo de
glicose disponivel, culminando com 9 horas de cultivo, onde ndo é mais observado
aumento de biomassa. Esse ponto coincide com a completa deplecédo de glicose
do meio. No cultivo em microaerobiose o mesmo perfil ocorreu apés 6 horas de
cultivo, na qual a concentracdo de glicose ja apresentava niveis de
desproporcionalidade com a biomassa existente. Com estes resultados podemos
observar que a levedura UFV-3 é capaz de realizar seu crescimento tanto na
condicdo de aerobiose, quanto em baixa concentracdo de oxigénio
(microaerobiose) ou auséncia de oxigénio (anaerobiose) desde que nessa ultima

condicao haja suprimento adequado de &cidos graxos insaturados e esterol.
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Figura 6 . Cinética de crescimento da levedura UFV-3 em meio YPD pH 4.7
a 40 °C em trés niveis de aeragdo: aerobiose, microaerobiose e
anaerobiose.
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Quadro 1 . Parametros cinéticos da levedura UFV-3 em condi¢bes de aerobiose, microaerobiose e anaerobiose.

Y xs Coeficiente de rendimento celular em  g.mmol.L 1
Y gs Coeficiente de rendimento do produto da conversao de glicose em etanol em mmol.mmol =
Y ois Coeficiente de rendimento do produto da conversao de glicose em glicerol em mmol.mmol ~

As médias seguidas por pelo uma mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste Tukey.

Condicao de Substrato Substrato Biomassa Etanol Glicerol Y xis Y es Yos ph?h
Inicial Final X) (E) (G)
(So) (S) (g.L™h (mmol.LY  (mmol.L™)
(mmol.L™h) (mmol.L™)
Anaerobiose 107 47 0.58 101 7 0.01 1.7 0.11 0.52°
Microaerobiose 110 25 2.22 174 10 0.02 1.6 0.09 0.91°
Aerobiose 110 0 3.02 120 11 0.03 1.1 0.10 1.08%
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Leveduras exibem vias de geragdo de energia anaerdbica (fermentacao) e
aerdbica (respiracdo). Algumas espécies do género Rhodotorula e Cryptococcus
nao tém habilidade de crescer em condicbes de anaerobiose estritas, portanto,
realizam a respiracdo para a obtencdo de energia. Leveduras do género
Schizosaccharomyces apresentam respiracdo limitada, mas nao cresce em
condicbes de anaerobiose. No entanto, leveduras como Torulopsis pintolopesii
gue tem sido isolada de ambientes gastrointestinais realiza seu crescimento em
condi¢cBes de anaerobiose as custas da fermentacdo. Saccharomyces cerevisiae é
conhecida como microrganismo facultativo aerdbico, realiza a fermentagéo
aerObica e anaerbdbica e possui habilidade de crescer em condicbes de
anaerobiose estritas, desde que suprem no meio de cultura nutrientes como,
esterois e &cidos graxos insaturados [47].

No trabalho de Yamane et. al., [51], foi observado maior coeficiente de
rendimento celular da levedura Phaffia rhodozyma na presenca de oxigénio.
Nagquele trabalho foram analisados quatro niveis de oxigénio em mg.L™, (0, 2, 5 e
8). Verificou-se coeficiente de rendimento méaximo de 0,51 g.g™ na concentracdo
de 8 mg.L" de oxigénio dissolvido. No entanto, em anaerobiose (0 mg.L™}) a
producdo de biomassa foi de 4,8 g.L™* e um coeficiente de rendimento celular de
0,24 g.g™.

Furlan et. al., [19], estudou a influencia da condicdo de microaerobiose e
aerobiose de cinco espécies de leveduras pertencentes aos géneros, Pichia,
Pachysolen e Candida no intuito de averiguar maior producédo de etanol e xilitol.
Observaram-se maiores coeficientes de rendimento celular em condi¢cdes de
aerobiose. Nesta condicao obtiveram-se maiores coeficientes de rendimentos em
Candida parapsilosis com 0,16 g.g™* e menores em Candida shehatae 0,10 g.g™*. O
cultivo de Pichia stipitis proporcionou coeficiente de rendimento de 0,14 g.g*. Em
microaerobiose verificou-se maximo coeficiente de rendimento em Céandida
parapsilosis e Pachysolen tannophilus com 0,10 g.g. Pichia stipitis obteve

coeficiente de rendimento de 0,09 g.g™.
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Em trabalho semelhante Sahoo & Agarwal, [39], investigou a biosintese de
glicerol em cultivo de Candida magnoliae em aerobiose. O cultivo foi realizado a
temperatura de 35 °C em meio composto de glicose, extrato de levedura e uréia
em sistema de baletada, com fluxo de ar em 0,67 vwm e agitacdo a 500 rpm. A
concentracdo inicial de glicose foi de 103 g.L™. Verificou depois de 96 horas de
cultivo o consumo de 98,8 g.L™ de glicose gerando uma producéo de biomassa

em 17,7 g.L e coeficiente de rendimento celular de 0,172 g.g™.

5.2.1 Efeito da aeracado na producéo de etanol e gli  cerol

A preocupacgédo em quantificar etanol e glicerol foi conhecer o metabolismo
da levedura UFV-3. A cinética de producédo de etanol e de glicerol em aerobiose,
microaerobiose e anaerobiose esta ilustrada na Figura 7. Observa-se que tanto
em aerobiose, quanto em microaerobiose a producdo de glicerol apresentou
comportamento semelhante ao longo do cultivo, com diferencas apenas na
producdo final. Em aerobiose a producdo final de glicerol foi 11 mmol.L™ e em
microaerobiose de 10 mmol.L™*. Em anaerobiose, a producdo de glicerol foi menor
dos trés niveis de aerac&o, obtendo uma producdo de 7 mmol.L™ . No entanto, em
termos de coeficiente de rendimento do produto da conversdo de glicose em
glicerol foram obtidos respectivamente 0.10 mmol.mmol™, 0.09 mmol.mmol™* e
0.11 mmol.mmol? paras as condicbes de aerobiose, microaerobiose e
anaerobiose.

A producdo de etanol também foi diferente nos niveis de aeracdo
estudado. Verificou-se que a condicdo de microaerobiose gerou a maior produgao
de etanol, alcancando producdo de 174 mmol.L™ . Em aerobiose a producéo foi
menor, 120 mmol.L™ e em anaerobiose observou-se a menor producédo de etanol
dentre os niveis de aeracdo, 101 mmol.L™ (Figura 6). Em termos de coeficiente de
rendimento do produto da conversdo de glicose em etanol foram obtidos
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respectivamente 1.1 mmol.mmol™, 1.61 mmol.mmol™, 1.69 mmol.mmol™ paras as

condicBes de aerobiose, microaerobiose e anaerobiose.
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Figura 7 . Producéo de etanol e glicerol da levedura UFV-3 em meio
YPD pH 4.7 a 40 °C em aerobiose, microaerobiose e anaerobiose
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A formacéo de glicerol e etanol é essencialmente requerida para manter o
balanco redox de células metabolicamente ativas. A formacéo de etanol assegura
a reoxidacdo de NADH formado e a oxidacdo de gliceraldeido-3-fosfato,
considerando que sua producdo origina do excesso de NADH gerado na
assimilacdo do acucar para a producdo de biomassa [45].

A producado de etanol durante crescimento em acucar por leveduras nao
convencionais ndo é tao importante como € em Saccharomyces cerevisiae, devido
seu metabolismo predominante oxidativo. Por outro lado, etanol pode ser usado
como fonte de carbono e fonte de energia por muitas leveduras. A produgéo ou a
utilizacdo de etanol é realizada devida acdo da enzima alcool desidrogenases,
enzimas que catalisa reversivelmente a reducédo de acetaldeido em etanol [16]. A
producéo de glicerol em leveduras ocorre no citossol através de intermediério da
via glicolitica, dihidroxiacetona-fosfato em dois passos que sao catalisados pela
enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase e glicerol-3-fosfatase respectivamente
[49].

Furlan et. al., [19], estudou duas diferentes concentragdes de oxigénio,
microaerobiose e aerobiose, em cultivo de espécies de leveduras dos géneros,
Pichia, Pachysolen e Candida. Verificou-se o maior coeficiente de rendimento de
etanol no cultivo de Pichia stipitis em microaerobiose (0,35 g.g*') e os menores
coeficientes de rendimento nos cultivos de Pachysolen tannophilus e Candida
parapsilosis com ambos coeficientes de rendimento de 0,21 g.g™>. Em aerobiose 0
maior coeficiente de rendimento (0,25 g.g™) em cultivo de Pichia stipitis e menor
em Pachysolen tannophilus (0,13 g.g™).

Sahoo & Agarwal [39], investigaram a biosintese de glicerol em cultivo de
Candida magnoliae, em condicdo de aerobiose, verificaram baixo coeficiente de
rendimento de etanol de 0,025 g.g™* e maior coeficiente de rendimento de glicerol
de 0,22 g.g*. Martin & Jonsson [29], verificaram coeficientes de rendimentos de
etanol de 0,44 g.g' e coeficiente de rendimento celular de 0,106 g.g* em
Saccharomyces cerevisiae em condicdo de anaerobiose. Observaram que o
coeficiente de rendimento de etanol em Zigosaccharomyces foi de 0,21 g.g* e

coeficiente de rendimento celular de 0,083g.g™.
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5.2.2 Efeito da aeracao na producdo de acidos organ  icos

O cultivo da levedura UFV-3 nos niveis de aeragcédo de estudo apresentou
tracos de concentracdes de metabdlitos como, acido succinico, &cido propidnico,
acido lactico importante como fonte energética para animais e que pode ser
explorado para a formulacdo de prebidtico. A cinética de producdo desses
metabdlitos estdo ilustradas na Figura 8.

A producdo dos metabdlitos (acido succinico, propionico, latico, etanol e
glicerol) gerado nos trés niveis de aeracéo estudado, possibilitou a determinacéo
do balanco de carbono e o balanco redox. Verifica-se no Quadro 2 que dos 600
mmol.L™ de glicose usado em cultivo em microaerobiose 96 % foi usado como
fonte de energia metabdlica. O balango redox nesta condi¢do fecha com 0,98. Em
aerobiose e anaerobiose esta conversao foi menor 76 % e 88 % respectivamente.
O balanco redox tanto em aerobiose quanto em anaerobiose fecharam com 0,97.
Como o cultivo em anaerobiose proporcionou a menor producdo de biomassa
dentre os niveis de estudo sugere-se que praticamente toda a glicose consumida
nesta condicéo foi usada para producdo de energia. Em aerobiose foi verificada a
maior producdo de biomassa dentre os estudos realizados. Portanto, sugere-se
gue a glicose disponivel no meio foi usada tanto como fonte de energia quanto
para fonte de carbono, confirmando a menor percentagem obtida pelo balango de
carbono.

Aproximadamente 70% dos acidos organicos, incluindo malato e succinico,
séo produzidos por leveduras durante a fermentacédo. Succinato tem sido relatado
como o principal acido organico produzido por leveduras [02]. Em Saccharomyces
cerevisiae, acredita-se que 0s acidos organicos sao sintetizados principalmente
nas vias do ciclo do &cido tricarboxilico. No entanto, o mecanismo de producéo
desses acidos organicos nao tem sido completamente elucidado [28]. Wakai et al.,
[46], examinou o efeito da adicdo de véarios acidos organicos na producdo de
succinato em culturas de leveduras e concluiu que succinato é principalmente

formado a partir da via de reducéo de malato e fumarato. Entretanto, Magarifuchi
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et al., [28], construiu um mutante deficiente do gene FUM1 que codifica a enzima
fumarase que converte fumarato em malato. Verificaram-se a habilidade deste
mutante para a producdo de acidos organicos. Baseado no acumulo de fumarato
presentes no meio de cultivo, sugeriu que a producéo de malato e succinato possa

ter sido a partir da via oxidativa do ciclo do acido tricarboxilico.
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Figura 8 . Producéo de acidos organicos da levedura UFV-3 em meio YPD com pH
4.7 a 40 °C. (A) producao de acido propidnico, acido succinico e acido
latico em condicdo aerdbica. (B) producdo de acido propibnico, acido
succinico e acido latico em condicdo de microaerobiose. (C) producao
de &cido propidnico, acido succinico e acido latico em condicdo
anaerobica.
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pH 4.7 a 40 °C em aerobiose, microaerobiose e anaerobiose.

Quadro 2. Balanco de carbono e redox da levedura UFV-3 em meio YPD

Condicao de cultivo Composto Concentra(f‘éo Carbono Valor Produtos Produtos
mmol.L mmol.L™ Oxidacéo Oxidados Reduzidos
Anaerobiose
Glicose 61,88 371,28 0
Lactato 0,51 1,53 0
Glicerol 6,98 20,94 -1 6,98
Etanol 101,00 202,00 -2 202,00
Succinico 0,00 0,00 +1 0,00
Propiénico 0,04 0,12 -1 0,04
Acetato 0,00 0,00 0
CO; 101,00 101,00 +2 202,00
Soma Produtos 325,59 202 209
i . .__ oxidados
Balancocarbono= mmolL ——-redi %100 Oxi - reducéo= —Produe
MMOIL ™ ;i ose reduzidos,, g
-1 . ~ 202
Balangocarbono= 326mmolL_l = 88% Oxi—redugao= _— = 097
371mmolL 20¢
Condicao de cultivo Composto Concentra?éo Carbono Valor Produtos Produtos
mmol.L’ mmol.L™" Oxidacao Oxidados Reduzidos
Microaerobiose
Glicose 100,00 600,00 0
Lactato 0,35 1,05 0
Glicerol 9,75 29,25 -1 9,75
Etanol 179,98 359,96 -2 359,96
Succinico 0,36 1,44 +1 0,36
Propiénico 0,22 0,66 -1 0,22
Acetato 0,00 0,00 0
CO: 180,34 180,34 +2 360,68
Soma produtos 572,70 361 370
-1 . ~ 361
Balancocarbono= 573mmolL_l =96% Oxi - reducao=__—= 098
600mmolL 37C
Condicao de cultivo Composto Concentracao Carbono Valor Produtos Produtos
mM mM Oxidacéo Oxidados Reduzidos
Aerobiose
Glicose 100,00 600,00 0
Lactato 0,12 0,36 0
Glicerol 11,19 33,57 -1 11,19
Etanol 138,88 277,76 -2 277,76
Succinico 0,44 1,76 +1 0,44
Propibnico 0,18 0,54 -1 0,18
Acetato 0,00 0,00 0
CO 139,33 139,33 +2 278,66
Soma Produtos 453,32 279 289
L . . _ 279
Balangocarbono= 453mmolL_l =76% Oxi - redugéao=__-= 097
600mmolL 28¢
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6. RESUMO E CONCLUSOES

O cultivo da levedura UFV-3, isolada da microbiota intestinal de leitdes
sadios recém-nascidos, sob diferentes condicbes de temperaturas, pH e aeracéao,
permitiu estabelecer as melhores condi¢cdes de producdo de biomassa como
também o entendimento do seu metabolismo. Dentre as condi¢bes de temperatura
e pH avaliados a levedura UFV-3 obteve-se maior velocidade especifica de
crescimento quando cultivados a 40 °C e pH 4.7. A temperatura de 40 °C é uma
condicdo importante que possibilita o uso dessa levedura como probidtico de
animais, uma vez que, a maioria dos microrganismos presentes da microbiota
intestinal apresenta temperatura em torno de 37 °C, um indicio para a
sobrevivéncia e colonizacdo como probidtico no trato digestivo de animais.

Quanto aos resultados correspondentes a cinética de crescimento e
metabolismo em funcdo da aeragcdo, a levedura UFV-3 apresentou maior
velocidade de crescimento, maior producgao e rendimento do coeficiente celular na
condicdo de aerobiose. Em microaerobiose a levedura UFV-3 gerou maior
producdo de biomassa do que em anaerobiose. Entretanto, sua producéo foi
menor quando comparado ao cultivo em aerobiose. O efeito da aeracdo no
metabolismo foi verificado pela quantificacdo de metabdlitos como etanol, glicerol,
acido propibnico, 4cido lactico e acido succinico nos trés niveis de aeracdo de
estudo. Verificou-se que a producdo de etanol foi maior na condicdo de
microaerobiose, entretanto, a condicdo de anaerobiose proporcionou 0 maior
coeficiente de rendimento de etanol. A producéo de glicerol foi maior no cultivo em
aerobiose. Entretanto, na condicdo de anaerobiose também proporcionou o maior

coeficiente de rendimento de glicerol nos niveis de aeracdo de estudo. Tracos de
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acidos organicos como acidos succinico, propiénico e latico foram verificados.
Entretanto, acido acético ndo foi detectado em nenhum dos niveis de aeracao de
estudo.

Para producao de alta concentracéo celular seria ideal desenvolver o cultivo
da levedura UFV-3 em diferentes concentracbes de substrato. Devido
potencialidades apresentadas quanto a producdo de compostos como acido
propidnico e &cido succinico, a levedura UFV-3 poderia também ser avaliado a
producdo de tais compostos com a finalidade de ampliar o uso em ruminantes.
Além disso, outros estudos podem ser desenvolvidos como uso em culturas mista,
associando a levedura UFV-3 com culturas de bactérias celuloliticas presentes no
ramen, verificando sua influencia no crescimento bacteriano e nos niveis de

metabdlitos produzidos.
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APENDICE - A
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Figura 9 Correlagdo entre densidade Otica e o peso da matéria seca.
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APENDICE - B
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Figura 10 Cromatografia liquida de alto desempenho — HPLC. Amostras padréo
das substancias analisadas com tempo de retencdo de 9,037min. para

glicose,

11,182min. &cido succinico, 12,422min. &cido latico,

13,258min glicerol, 14,483min. acido acético, 16,777min. acido
propidnico e 22,244min etanol.
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Figura 11 Cromatografia liquida de alto desempenho — HPLC. Amostras das
substancias analisadas com tempo de retengdo de 9,037min. para
glicose, 11,182min. acido succinico, 12,422min. acido latico, 13,258min
glicerol, 14,483min. acido acético, 16,777min. acido propibnico e
22,244min etanol.
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APENDICE - C

Quadro 3. Producdo de acidos organicos em condicdes de aerobiose,
microaerobiose e anaerobiose em meio YPD pH 4,7 a 40°C.

Condic&o de cultivo Acido Acido Acido latico Acido
succinico propiénico mmol.L™ acético
mmol.L™? mmol.L™* mmol.L™?

Aerobiose 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,1009 0,2230 0,1167 0,0000
0,1455 0,4212 0,2796 0,0000
0,1914 0,6430 0,4204 0,0000
0,2479 0,9640 0,5731 0,0000
0,3023 1,0250 0,6889 0,0000
0,3496 0,8153 0,4315 0,0000
0,3588 0,5259 0,2269 0,0000
0,4315 0,3063 0,1787 0,0000
0,4470 0,1779 0,1176 0,0000
0,4100 0,2196 0,1454 0,0000
0,3610 0,1836 0,1093 0,0000

Microaerobiose 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,0332 0,2309 0,0907 0,0000
0,0890 0,4887 0,2602 0,0000
0,1144 0,7376 0,4583 0,0000
0,1370 0,9955 0,6102 0,0000
0,1871 1,0495 0,7200 0,0000
0,2486 0,8041 0,6800 0,0000
0,3736 0,4899 0,6210 0,0000
0,4548 0,3559 0,5389 0,0000
0,3595 0,2231 0,3463 0,0000
0,2359 0,0687 0,2907 0,0000
Anaerobiose 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
0,0000 0,0570 0,2444 0,0000
0,0000 0,0980 0,4704 0,0000
0,0000 0,1400 0,5944 0,0000
0,0000 0,2350 0,9176 0,0000
0,0000 0,2540 1,2450 0,0000
0,0000 0,1980 1,1037 0,0000
0,0000 0,1400 0,9667 0,0000
0,0000 0,0870 0,7861 0,0000
0,0000 0,0360 0,5148 0,0000
0,0000 0,0220 0,3500 0,0000
0,0000 0,0220 0,3600 0,0000
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Quadro 4. Producéo de etanol, glicerol e consumo de glicose em condi¢cbes de
aerobiose, microaerobiose e anaerobiose em meio YPD pH 4,7 a 40° C.

Condicao de cultivo Etanol Glicerol Glicose
mmol.L™ mmol.L™ mmol.L™

Aerobiose 0,0000 9,0580e-6 20,1813

2,4493 0,1875 19,8911

7,9855 0,6123 18,7359

27,4547 1,7074 16,4975

61,1848 4,8279 12,2684

74,3768 7,3922 8,5536

95,9130 8,6504 4,9200

117,7518 10,3134 1,4341

137,8279 11,6631 0,0000

138,8895 11,1875 0,0000

127,1486 11,6658 0,0000

119,9964 11,4040 0,0000

Microaerobiose 0,0000 0,0000 19,8298

13,5815 0,1377 19,2943

44,0670 0,4266 17,2927

70,1214 1,3904 14,1764

94,4185 3,1966 10,7221

121,1612 5,4583 7,8430

142,5127 7,9303 5,0228

163,1467 10,4882 2,9298

176,3152 11,0543 0,5964

179,9855 9,7554 0,0000

174,1449 9,7754 0,0000

172,0000 9,7100 0,0000

Anaerobiose 0,0000 0,0000 19,1896

16,3895 0,2600 18,3041

31,3696 0,7482 17,2350

46,5856 1,5861 15,9595

58,5557 2,2591 14,0768

72,1277 3,2545 12,7071

82,5453 4,2056 11,9543

95,1105 5,5562 11,0252

100,9728 6,2645 10,0022

101,0000 6,9855 8,0430

99,0000 6,9500 8,0430

94,0000 6,9700 8,0430
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