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RESUMO

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios produzidos por certos fungos. Destas, as que
mais se destacam sdo as aflatoxinas, por apresentarem efeito carcinogénico e mutagénico.
A levedura Saccharomyces cerevisiae € o principal microrganismo utilizado na adsorcéao
de micotoxinas, por ser considerado grau GRAS (Generally Recognized As Safe) e sua
capacidade probidtica. A producdo industrial dessa levedura deve ser cuidadosa para
manter sua viabilidade e suas atividades probidticas, além de ser economicamente viavel.
A utilizacdo de desenhos experimentais viabiliza o processo de producdo industrial por
selecionar as variaveis relevantes e ao nivel 6timo de cada uma, de forma a aumentar a
producdo de biomassa. Este trabalho teve como objetivo realizar planejamento
experimental de forma a aumentar a producéo de biomassa de duas cepas de S. cerevisiae
com capacidade probiotica e adsorvente de micotoxina. Para tal foram utilizadas as cepas
S. cerevisiae LL74 e LL83. Os modelos utilizados, Plackett-Burman e Box-Behnken, se
mostraram eficientes para otimizacdo, melhorando estatisticamente a producdo de
biomassa quando comparado as condi¢fes padrdo descritas na literatura (meio YPD, a
30°C e 150 rpm). O modelo foi estatisticamente significativo com intervalo de confianca
de 95% e o coeficiente de determinacgdo (R?) indicou precisdo aceitavel. A condicéo
otimizada para maior producdo de biomassa da cepa S. cerevisiae LL74 apresentou
economia de até 80% quando comparada ao meio padrédo YPD e apresentou um aumento
de 14,5% na producéo de biomassa. Ao passo que, mesmo apresentando aumento de 6,3%
na producdo de biomassa, a levedura S. cerevisiae LL83 requereu uma quantidade de
insumos para sua producdo 6tima de biomassa até 119% maior quando comparado ao
meio padrdo YPD. A utilizacdo de desenhos experimentais se mostrou eficiente para
otimizacdo da producdo de biomassa de S. cerevisiae, melhorando estatisticamente o
processo produtivo.

Palavras-chave: Plackett-Burman, Box-Behnken, Aflatoxina Bi, Levedura.



ABSTRACT

Mycotoxins are secondary fungal metabolites produced by some fungi species. Among
of these, aflatoxins are the most outstanding, because they have a carcinogenic and
mutagenic effect. The yeast Saccharomyces cerevisiae is the main microorganism used
in the adsorption of mycotoxins because it is considered GRAS (Generally Recognized
As Safe) and its probiotic capacity. The industrial production of this yeast must be careful
to maintain its viability and its probiotic activities, in addition to being economically
viable. The use of experimental designs enables the industrial production process by
selecting the relevant variables and the optimum level of each one, in order to increase
the biomass production. The objective of this work was to carry out experimental
planning in order to increase the biomass production of two strains of S. cerevisiae, with
probiotic and mycotoxin adsorbent capacity. The strains S. cerevisiae LL74 and LL83
were used for this purpose. The models used, Plackett-Burman and Box-Behnken, were
efficient for optimization, statistically improving the biomass production when compared
to the standard conditions described in the literature (YPD medium, at 30°C and 150 rpm).
The model was statistically significant with a 95% confidence interval and the coefficient
of determination (R?) indicated an acceptable accuracy. The optimized medium condition
for higher biomass production of the S. cerevisiae LL74 strain presented savings of up to
80% when compared to the standard YPD medium and presented a 14.5% increase in
biomass production. Although, the S. cerevisiae LL83 strain required a quantity of inputs
for its optimum biomass production up to 119% higher when compared to the standard
YPD medium, even with a 6.3% increase in biomass production. The use of experimental
designs proved to be efficient for the optimization of S. cerevisiae biomass production,
statistically improving the production process.

Keywords: Plackett-Burman, Box-Behnken, Aflatoxin Bi, Yeast.
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1. INTRODUCAO

As diversas fontes utilizadas para alimentagdo humana ou animal devem ser livres
de contaminantes, sejam eles quimicos ou naturais. Um importante grupo de agentes
contaminantes sdo as micotoxinas e estima-se que possa afetar cerca de 25% das colheitas
agricolas a cada ano. Essas toxinas sdo produzidas por certos fungos durante seu
metabolismo secundario, como uma defesa a uma situacéo de estresse. Existem diversos
tipos de micotoxinas, dentre as quais se destacam as aflatoxinas, por apresentarem efeitos
carcinogénico e mutagénico.

E de extrema importancia evitar a contaminac&o dos alimentos utilizando técnicas
agricolas eficientes na diminuicdo da carga fungica e consequentemente na redugdo das
micotoxinas. Porém, é dificil controlar essa contaminacao, uma vez que ela pode ocorrer
em qualquer estigio da producdo do alimento. Quando ndo é possivel evitar essa
contaminacdo prévia, torna-se necessario utilizar substancias que possam diminuir a
carga de micotoxinas nos alimentos. O estudo de aditivos alimentares de origem
bioldgica, com potencial para prevenir os efeitos deletérios desses metabdlitos, e reduzir
0 grave impacto em termos de morbidade e mortalidade que estas originam é
fundamental, e proporciona impacto econémico relevante.

Atualmente, Saccharomyces cerevisiae é o principal microrganismo utilizado no
combate aos problemas decorrentes das micotoxinas em alimentos para animais de
producdo. A utilizacdo dessa levedura como forma de descontaminacéo € promissora,
principalmente por ser considerado um microrganismo grau GRAS (Generally
Recognized As Safe), e por sua capacidade probiética. Essas leveduras ligam-se as toxinas
formando complexos insollveis no trato gastrointestinal que sdo posteriormente
eliminados nas fezes. Assim, ao reduzir a biodisponibilidade e a absorcdo das
micotoxinas, acabam por diminuir seus efeitos toxicos.

A producdo industrial de S. cerevisiae deve garantir que as tecnologias
empregadas mantenham a estabilidade, a viabilidade e as atividades probidticas da
levedura ao longo de toda sua vida til. Esse processo também deve ser economicamente
viavel.

A utilizacdo de planejamentos experimentais por intermédio de processos
desenhados estatisticamente melhora o processo de producdo industrial de S. cerevisiae,
uma vez que seleciona os niveis 6timos das variaveis relevantes e aumenta a producao de
biomassa.

A capacidade probiotica e de adsor¢do de micotoxinas por S. cerevisiae esta
relacionada a componentes de sua parede celular. Dessa forma, o estudo da otimizacgao
da producéo de biomassa por S. cerevisiae € relevante pois, uma vez que se obtenha uma
maior quantidade de produto, a &rea de adsor¢cdo aumenta e, com isso, também aumenta
a capacidade de adsor¢do de micotoxinas em menor tempo e custo.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Otimizar a producdo de biomassa de duas cepas de Saccharomyces cerevisiae
(LL74 e LL83) com capacidade probiética e adsorvente de micotoxinas.

2.2 Objetivos especificos
a) Realizar o planejamento de experimentos (DOE) em escala laboratorial.
b) Quantificar o crescimento de S. cerevisiae utilizando diferentes metodologias de
quantificacdo, com posterior obtencdo de curvas de correlagdo entre metodologia

indireta e metodologia direta.

c) Selecionar, por meio de modelagem estatistica, variaveis de interesse para maior
producéo de biomassa de S. cerevisiae.

d) Maximizar, por meio de modelagem estatistica, a producdo da biomassa de S.
cerevisiae pela definicdo dos principais componentes do meio de cultivo e suas
concentragdes Otimas.



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Micotoxinas

As fontes de nutrientes destinadas a alimentacdo humana ou animal devem estar
livres de contaminantes quimicos naturais ou sintéticos, que podem causar danos a salde.
Um importante grupo de contaminantes sdo as toxinas produzidas naturalmente por
microrganismos, plantas ou animais. Nesse grupo se destacam as micotoxinas, que sao
metabdlitos secundarios produzidos por diversas espécies fungicas (CRUZ, 2010). Esses
podem se desenvolver em diversos substratos e, quando se encontram em situacdes de
estresse, podem produzir micotoxinas que trazem diversos riscos para a salde humana e
animal (BAPTISTA et al., 2004; VENEGAS et al., 2014).

Estima-se que haja mais de 500 micotoxinas conhecidas, porém apenas um grupo
muito pequeno é identificado em alimentos e tem sido mais frequentemente estudado
(CRUZ, 2010; MOK et al., 2013). As micotoxinas representam um grande risco a saide
por apresentarem efeitos bioquimicos e biologicos quando ingeridas. Biologicamente
podem causar carcinogenicidade, mutagenicidade, teratogenicidade, hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade, entre outros; ja os efeitos bioquimicos envolvem alteracbes no
metabolismo de carboidratos, lipidios, acidos nucleicos e proteinas (PEREIRA et al.,
2002; BAPTISTA et al., 2004).

O impacto causado pelas micotoxinas pode ser visto em todos 0s niveis da
producdo vegetal e animal, desde sua formacdo e comercializacdo até a utilizacdo dos
produtos e subprodutos. Os fungos produtores de micotoxinas estdo amplamente
distribuidos na natureza e contaminam principalmente produtos agricolas. A Organizacéo
Mundial de Saude (OMS) as considera um dos maiores poluentes ambientais, e estima-
se que /5 de toda a producdo de grdos esteja contaminada, o que leva a uma grande
preocupacdo mundial. Além do dano direto a salde, as micotoxinas causam,
indiretamente, uma grande perda econdmica, tanto pelo descarte do alimento
contaminado quanto por levar a uma diminuicdo do crescimento e perda da produgéo
animal (BAPTISTA et al., 2004; PIEREZAN et al., 2012; URIBE-YUNDA; NAVAS,
2012).

As micotoxinas mais comumente encontradas em alimentos séo as aflatoxinas
(AFLA), deoxinivalenol (DON), zearalenona (ZON), fumonisinas (FUMO), ocratoxinas
(OCRA) e toxina T-2 (T2). Além do efeito que essas toxinas possuem separadas, ha o
efeito sinérgico, visto que, em um mesmo alimento, muitas vezes podemos encontrar duas
ou mais espécies flangicas colonizadoras e/ou produtoras de diferentes micotoxinas
(LEESON; SUMMERS, 2001).

Dentre as micotoxinas, as aflatoxinas sdo as que podem causar maior dano a satde
animal e humana, por sua alta toxicidade e efeito carcinogénico (MAIA; SIQUEIRA,
2007; MEDEIROS et al., 2011; MOK et al., 2013). As aflatoxinas séo produzidas por
fungos dos géneros Aspergillus sp., Penicillium sp. e Fusarium sp., sendo 0os maiores
produtores as espécies Aspergillus flavus, Aspergillus parasiticus e Aspergillus nomius
(PEREIRA et al.,, 2002; CRUZ, 2010). Estes fungos sdo abundantes na natureza,



encontrados principalmente em regides de clima tropical e subtropical (SEGURA et al.,
2013).

O termo coletivo aflatoxinas é usado para designar um grupo de toxinas, sendo ao
todo 17 compostos isolados que pertencem a este grupo. As aflatoxinas mais estudadas
sdo aflatoxina B1 (AFB.), aflatoxina B> (AFB>), aflatoxina G1 (AFG:) e aflatoxina G2
(AFG2). As estruturas quimicas dessas micotoxinas sao similares: todas apresentam um
nucleo central cumarinico ligado a uma estrutura bifuranoide (Figura 1). A AFB; é
considerada uma das substancias mais carcinogénicas conhecida (MAIA; SIQUEIRA,
2007).

Quando ingerida em grande quantidade e em curto espaco de tempo, ocorre a
aflatoxicose aguda, que pode causar necrose hepética, hemorragia, insuficiéncia hepética
aguda e edema, até mesmo levando a morte. A aflatoxicose cronica é causada pela
ingestdo de baixos niveis dessa toxina diariamente, e est4 associada a disturbios na
digestdo, absorcao e/ou metabolismo de nutrientes, podendo causar perda de peso, apatia,
diminuicdo da conversdo alimentar e producdo de leite, além de aumentar
consideravelmente a probabilidade de o animal desenvolver cirrose e carcinomas ou
tumores primarios hepaticos ao longo da vida (VENEGAS et al., 2014).

Figura 1 - Estruturas quimicas das aflatoxinas B, B2, G1 e Ga.

Fonte: adaptado de Cardwell et al. (2000).

A aflatoxicose cronica é considerada a principal forma clinica encontrada a campo
e seus efeitos deletérios sdo de caracteristica subclinica, ou seja, nem sempre sdo
evidentes ao produtor, 0 que leva a grandes perdas econémicas a médio e longo prazo
(MALLMANN et al., 2006).

3.2 Prevencao e controle

A contaminagdo de alimentos por aflatoxinas pode ocorrer em qualquer fase,
desde sua producdo até o consumo final. Quando ingerida, a AFB1 sofre biotransformacéo
primaria no figado. No caso de contaminacdo em racdo ou alimento destinado a
alimentacdo de animais de producdo, os produtos de sua biotransformacdo podem estar

4



presentes em carne, leite, ovos e produtos derivados, uma vez que a AFB; ndo € inativada
pelos métodos e processamentos tecnologicos (MAIA; SIQUEIRA, 2007). De maneira
geral, as micotoxinas apresentam grande estabilidade quimica, o que permite sua presenca
no alimento mesmo ap6s a remocdo dos fungos pelos processos normais de
descontaminacao ou processamento industrial do alimento (ACEVEDO et al., 1995).

Em virtude das caracteristicas toxicas das micotoxinas, ha a necessidade de
prevenir a contaminacdo dos alimentos manipulando o microambiente onde se
encontram. Os métodos para controle podem ser classificados em duas categorias:
prevencdo da contaminacdo e crescimento flngico e descontaminagdo dos compostos
toxicos (MALLMANN et al., 2006).

O uso de boas praticas agricolas evita a contaminacdo das lavouras e a prevencao
da contaminacdo pos-colheita, que prioriza evitar a contamina¢do e producdo de
micotoxina no processo de estocagem e processamento (FERREIRA et al., 2006).

E importante que, durante o armazenamento, a temperatura e a umidade estejam
controladas, visto que a producdo maxima de micotoxinas ocorre por volta dos 24°C para
a maioria dos fungos produtores de AFB1, ndo havendo producdo quando a temperatura
é inferior a 15°C. Embora algumas espécies de Aspergillus sp. consigam sobreviver e se
desenvolver em baixa umidade, observa-se maior quantidade de micotoxinas em graos
armazenados sob alta umidade. O ideal € manter a umidade relativa na estocagem abaixo
de 60% e a umidade do alimento abaixo de 12% (BAPTISTA et al., 2004).

O uso de engenharia genética e obtencdo de gréos resistente aos fungos é
considerado um meétodo pratico e eficiente. QOutra estratégia interessante é utilizar
controle bioldgico, através do uso de competidores naturais que inibem o crescimento ou
reduzem a carga flngica. A utilizacdo de mais de uma estratégia de controle promove
maior estabilidade e reducdo efetiva nos niveis de contaminacgdo, porém essas estratégias
nem sempre sdo utilizadas por falta de méo de obra, de maquinario ou ndo sao acessiveis
a todos os produtores, principalmente os de baixa renda (BAPTISTA et al., 2004; MECA
etal., 2010).

Quando ndo é possivel a aplicacdo dos métodos de prevencdo e controle na
colheita e no armazenamento ou os métodos foram ineficazes, a alternativa é a
descontaminacdo. Esta se refere ao tratamento pds-colheita para destruir ou reduzir a
carga de micotoxina (MALLMANN et al., 2006).

A Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura (FAO)
estabeleceu varios critérios para a aceitacdo de um processo de descontaminagédo, dentre
0S quais estéo:

e Destruir, inativar ou eliminar a toxina;

e N&o produzir residuos tdxicos ou carcinogénicos nos produtos finais, ou em
alimentos obtidos a partir de animais que se alimentaram de uma dieta
detoxificada;

e Manter o valor nutritivo e a palatabilidade do produto;

e Ndo alterar as propriedades tecnoldgicas importantes de forma significativa;

e Destruir todos os esporos e micélios fungicos para que ndo possam, em condi¢oes
favoraveis, proliferar e produzir novas micotoxinas (FAO, 1995).



3.2.1 Métodos de descontaminacao

A descontaminacdo pode ser feita por métodos fisicos, quimicos ou biologicos.
Ambas as técnicas se mostram eficientes na reducdo da carga de micotoxinas em
alimentos. O beneficiamento de graos reduz tanto a carga de micotoxinas quanto a carga
fangica (MALLMANN et al., 2006).

A utilizacdo de agentes fisicos, como o carvao ativado, é realizada diariamente na
Africa. Porém, seu efeito depende da espécie a ser avaliada e de sua concentragdo, muitas
vezes apresentando falhas na descontaminacdo (AVANTAGGIATO et al., 2005). Os
métodos fisicos podem necessitar de mdo de obra qualificada, maquinario especifico e,
muitas vezes, de avaliacdo prévia para quantificacdo de micotoxinas, uma vez que
produtos que ndo estdo visivelmente contaminados podem conter niveis elevados de
micotoxinas (MALLMANN et al., 2006; KWIATKOWSKI; ALVES, 2007; BOVO et
al., 2010).

A descontaminagdo quimica € realizada por meio de reaces que se utilizam de
alta pressdo ou extracdo, solventes organicos ou combinacGes dessas técnicas. A
utilizacdo de amonia para descontaminagéo tem se mostrado bastante eficiente, podendo
ocorrer degradacdo de aflatoxinas. Deve-se tomar cuidado com a utilizacdo de agentes
quimicos, ja que € importante avaliar se esse produto causa efeitos deletérios na satde do
consumidor e se ndo ha outros compostos nos alimentos que podem interagir entre si,
podendo, inclusive, aumentar sua toxicidade, causando efeitos deletérios a saude
(MALLMANN et al., 2006; KWIATKOWSKI; ALVES, 2007).

Outra importante forma de descontaminacdo € a utilizacao de aditivos bioldgicos,
0s quais podem ser enzimas ou microrganismos. Os microrganismos mais utilizados sdo
bactérias do género Lactobacillus sp. e leveduras. As leveduras sdo consideradas
descontaminantes de micotoxinas pelo fato de sua parede celular possuir a capacidade de
adsorcdo, além de algumas apresentarem capacidades probidticas (MALLMANN et al.,
2006).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada por ser um organismo
conhecido como grau GRAS (Generally Recognized As Safe), além de ser um excelente
fermentador, participando da fabricacdo de diversos produtos, como vinho, péo e
cervejas. E um microrganismo unicelular eucariotico, que apresenta morfologia variada.
Possui a capacidade de ajustar-se metabolicamente para a fermentacdo de aglcares na
presenca ou auséncia de oxigénio, produzindo &lcool ou gés carbdnico (PICCININ et al.,
2005; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008).

Saccharomyces cerevisiae como aditivo alimentar e adsorvente de micotoxinas é
0 método mais utilizado para descontaminagdo, reduzindo a carga de micotoxinas
ingeridas na cadeia de producdo animal. A adsorcdo é um fenémeno fisico-quimico no
qual o componente em uma fase gasosa ou liquida é transferido para a superficie de uma
fase sdlida. A migracdo desses componentes de uma fase para outra tem como principal
fator a diferenca de concentracdo do meio e a superficie da substancia adsorvente.
Portanto, quanto maior for essa superficie, maior serd a eficiéncia da adsor¢do (LEESON;
SUMMERS, 2001; BORBA, 2006).



Segundo Cheremisinoff e Ellerbusch (1978), existem basicamente dois tipos de
adsorcdo: a fisica e a quimica, as quais podem ocorrer simultaneamente. Na adsorcao
fisica ocorre interacdo de Van der Waals entre o adsorvente e a substancia a ser adsorvida.
As interac@es do tipo Van der Waals sdo de longo alcance, poréem séo ligacdes fracas. Na
adsorcdo quimica, as moléculas unem-se a superficie do adsorvente por ligacdes
quimicas, acomodando-se em sitios especificos (DROGUETT, 1983).

As substancias adsorventes possuem a capacidade de aderir a micotoxina,
impedindo-a de ser absorvida no trato digestivo, tornando-a indisponivel para o animal e,
com isso, diminuindo sua toxicidade. Entretanto, deve-se tomar cuidado, pois alguns
adsorventes interferem na dieta animal, desbalanceando ou adsorvendo alguns nutrientes
importantes para a dieta por afinidade quimica (LEESON; SUMMERS, 2001).

Considerando que as micotoxinas possuem estruturas diferentes, os adsorventes
considerados mais eficientes sdo aqueles que conseguem adsorver maior variedade de
substancias (GIMENO; MARTINS, 2011). Uma boa substancia adsorvente deve ter a
capacidade de inativar ou remover a micotoxina, ndo gerar residuos toxicos, nao afetar a
dieta e ser sanitaria e economicamente viavel. Dentre os adsorventes, temos os de origem
inorganica e organica (DIAZ; SMITH, 2008).

Os adsorventes inorganicos sdo polimeros a base de silicatos. Argilas, zeolitas,
bentonitas, aluminosilicatos sddio-célcio hidratados (HSCAS) sdo os mais empregados
atualmente, além de outros tipos de argilas. Embora possuam a capacidade de adsorver
uma grande quantidade de toxinas, micotoxinas e metais pesados, essas substancias
também tém afinidade por nutrientes da dieta, o que pode levar ao desbalanceamento
nutricional, gerando complica¢des para a sadde animal. Os adsorventes inorganicos ndo
sdo biodegradaveis, o que pode representar grandes problemas quanto ao destino dos
residuos, ja que sdo acrescentados em altos niveis na dieta e ndo ha estudos relatando
efeitos a longo prazo da ingestdo continuada dessas substancias (SOARES, 2010; DI
CASTRO, 2014).

Os adsorventes organicos sao substancias a base de carbono, em geral derivados
de fibras de plantas ou derivados de parede celular de microrganismos, sendo em sua
maioria leveduras. As leveduras sdo amplamente utilizadas como adsorventes e incluidas
nas dietas de animais de producdo. Sua utilizagéo para a reducdo da carga de micotoxinas
na alimentacdo é uma técnica bastante utilizada e tem sido alvo de diversos estudos. As
leveduras sdo organismos unicelulares, medindo de 5 a 10 micras. As espécies de
leveduras variam em morfologia, metabolismo, modo de reproducéo e locais onde podem
ser encontradas (STONE; MILLS, 2007; SILVA et al., 2012).

A parede celular das leveduras também é bastante utilizada; sua composicao inclui
principalmente polissacarideos ligados as proteinas. A utilizacdo de leveduras como
adsorvente se mostra um método eficiente, ja que ndo sdo toxicas, possuem grande area
de superficie, boa especificidade e necessitam de baixa inclusdo na dieta para um bom
efeito adsorvente, além de algumas apresentarem efeito probidtico. Dentro desse
contexto, destacamos a levedura S. cerevisiae como adsorvente (RAKSHAEE;
PANAHANDEH, 2011).



3.2.2 Saccharomyces cerevisiae

O desenvolvimento da parede celular como protecdo é primordial para o
crescimento e a sobrevivéncia das células fungicas, sendo uma estrutura forte, que
circunda toda a levedura e é responsavel pela protecéo fisica e estabilidade osmotica da
célula, permitindo o transporte de nutrientes para o citoplasma atraves de permeabilidade
seletiva (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008).

A parede celular de S. cerevisiae possui duas camadas, compostas por trés
macromoléculas principais: manano-proteinas, que formam um complexo no qual o
polissacarideo manana se liga covalentemente a proteina; glucano, que é um
polissacarideo representado por B-glucanos: p-1,3 ¢ B-1,6-glucanos e, quitina, que € um
polimero de B-1,4 N-acetilglicosamina. Esses componentes sdo unidos por ligacdes
covalentes (FERRACINI-SANTQOS; SATO, 2009).

As manano-proteinas correspondem a 30% do peso seco da parece celular,
compdem a camada mais externa e estdo ligadas covalentemente as cadeias B-1,6-
glucanos. Os B-1,6-glucanos correspondem a aproximadamente 5% do peso seco da
parede celular e sdo moléculas pequenas, contendo cerca de 140 residuos de glicose. As
B-1,3-glucanos correspondem a aproximadamente 60% da parede celular, sendo
compostas predominantemente por moléculas lineares, com cerca de 50 residuos ligados
através do carbono com moléculas de B-1,6-glucanos e quitina (Figura 2) (PICCININ et
al., 2005; MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008; FERRACINI-SANTOS; SATO,
2009).

Figura 2 - Parede celular de levedura. As manano-proteinas, p-1,3-glucanos, p-1,6-
glucanos e quitina sdo sobrepostas. As proteinas conjugadas com manano-proteinas se
estendem para além da parede celular.

B-1.6"glucana
B-1.3-glucana

Quitina

ana s
atica \\\

Fonte: adaptado de Ryan e Ray (2014).

Estudos realizados por Yiannikouris et al. (2004) mostraram que as leveduras
possuem a habilidade de reduzir os efeitos das micotoxinas pela capacidade de adsorvé-
las em sua parede celular. Os -1,3-glucanos apresentam uma estrutura tridimensional, o
que possibilita a adsorcdo de diferentes moléculas, entre elas micotoxinas e seus
derivados metabélicos (MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008). Além disso, apresentam
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habilidade para estimular o sistema imunologico do hospedeiro, 0 que exerce diversos
beneficios contra infec¢bes bacterianas, virais, fingicas, tumores, efeitos de radiacao e
estresse oxidativo (ARMANDO et al., 2011).

As manano-proteinas  possuem  atividade imunogénica, estimulando
imunoglobulina A (IgA) intestinal e atuando com células de defesa do organismo, além
de possuirem a capacidade de inibir a atividade toxica de micotoxinas, gracas a sua
capacidade antioxidante. Também foi descrito que as manano-proteinas possuem sitios
de ligacdo com bactérias patogénicas, possuindo a capacidade de se ligar a essas e carrea-
las ao longo de todo o intestino. Além disso, esse estimulo imune promove a ativagédo de
células de defesa, 0 que aumenta a imunidade da mucosa, promovendo maior protecdo
(MAGNANI; CASTRO-GOMEZ, 2008, KELLER, 2012).

Em razdo de seus inimeros beneficios, a producdo de biomassa de S. cerevisiae
tem aumentado em todo o mundo para a fabricacdo de produtos de acdo probidtica e
adsorvente de micotoxinas, uma vez que, aumentando a quantidade de leveduras, também
aumenta a area de adsorcdo. As leveduras sdo mais resistentes que bactérias laticas,
resistindo a mudancas repentinas de pH e mudancas osmoéticas no meio, além de
apresentarem menores requisitos nutricionais, o que leva a custos menores no processo
de producédo. Porém, o processo de producao de biomassa deve assegurar estabilidade e
viabilidade, incluindo capacidade de reproducdo e atividade durante seu tempo de vida.
Além disso, quando nédo se deseja manter a viabilidade da célula de levedura, podem-se
aproveitar apenas os componentes de sua membrana celular e utiliza-los como prebiético.
Em razdo da capacidade de resistir a grandes temperaturas, as paredes celulares de
leveduras podem ser usadas em diversos processamentos industriais de alimentos,
incluindo rac@es extrusadas (KELLER, 2012; ARMANDO et al., 2011).

3.3 Prebidtico

O termo prebidtico foi definido por Gibson e Roberfroid (1995) para se referir a
uma substancia alimentar ndo digerivel que afeta de maneira benéfica o hospedeiro,
estimulando seletivamente o crescimento e/ou a atividade de um ou uma quantidade
limitada de microrganismos no célon.

Alguns prebidticos sdo usados como promotores de crescimento, ja que ao manter
o0 equilibrio da microbiota intestinal, especialmente em animais jovens ou em situacao de
estresse, permite maior ganho de peso, maior producgdo ou maior desempenho do animal.
As substancias mais estudadas como prebidticos sdo oligossacarideos, sendo em sua
maioria provenientes de hidrolise parcial de produtos comerciais ou por reacdo de
transglicosilagdo (SILVA; ANDREATTI FILHO, 2000).

Os oligossacarideos mais pesquisados sdo fruto-oligossacarideos, gluco-
oligossacarideos e mananoligossacarideos. Os fruto-oligossacarideos séo resultantes da
polimerizagdo da frutose natural, derivada de plantas, ou sintética. J& os gluco-
oligossacarideos e mananoligossacarideos sdo provenientes da parede celular de
leveduras (GIBSON; ROBERFROID, 1995).

Os mananoligossacarideos apresentam como ac¢ao prebiotica: induzir a ativagdo
de macréfagos da luz do intestino; bloquear o sitio de adesdo das bactérias; facilitar a
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apresentacdo de patdgenos a células do sistema imune; estimular a secrecdo de IgA e
Imunoglobulina M (IgM); estimular o crescimento das bactérias produtoras de acido
latico; promover aumento uniforme da altura das vilosidades intestinais; melhorar a
integridade intestinal e a absorcéo dos nutrientes (SILVA; ANDREATTI FILHO, 2000).

3.4 Probidtico

Quando se descobriu que microrganismos sdao benéficos a saude, Parker (1974)
utilizou pela primeira vez o termo probiotico, de origem grega, que significa “a favor da
vida”, usado como defini¢do de organismos e substancias que contribuem para o balango
microbiano intestinal (BARBOSA et al., 2011). Desde entdo varios autores mudaram a
definicdo de probiotico, sendo a mais recente feita pela Organizacdo Mundial de Saude e
Organizacdo das NacOGes Unidas para Alimentagdo e Agricultura, segundo as quais
probidtico ¢ descrito como: “microrganismos vivos, que quando administrados em
quantidades adequadas, conferem beneficio a saude do hospedeiro” (FAO, 2002).

De acordo com a FAO (2002), um bom probidtico deve ser: capaz de ser
produzidos em escala industrial; vidvel e estdvel durante a estocagem; capaz de
sobreviver as condi¢des do trato gastrointestinal (TGI), preferencialmente aderindo-se a
mucosa; produzir efeito benéfico a salide do hospedeiro, por meio de atividade
antimicrobiana contra patdgenos, reduzindo sua adesdo; possuir atividade hidrolitica
sobre sais biliares, além de contribuir nutricionalmente; modular atividade imunoldgica;
ndo ser patogénico; apresentar relacdo espécie-especifica com hospedeiro; identificado
genotipicamente e fenotipicamente. Além disso, sua seguranca deve ser constatada.

E necessério que o microrganismo a ser usado esteja em niveis adequados para
que exerca sua fungdo probidtica. E dito que, para maioria dos microrganismos, deve
haver pelo menos 107 unidades formadoras de colonias (UFC)/grama de contelido
intestinal, no caso do TGI (GUILLOT, 2001). O efeito benéfico a saide do hospedeiro
tem sido associado ao antagonismo com patdgenos, interferéncia com microrganismos
patdgenos, efeito barreira, resisténcia a colonizacdo e exclusdo competitiva (ROLFE,
2000).

Saccharomyces cerevisiae tem a capacidade de estimular a producéo de IgA e IgM
em razdo dos mananoligossacarideos presentes em sua parede celular; além disso, essa
levedura possui a capacidade de produzir substancias, enzimas, vitaminas do complexo
B e aminoacidos; produz efeito antagonista contra microrganismos patogénicos e possui
a capacidade de aderir as microvilosidades intestinais, promovendo a exclusédo
competitiva dos mesmos (ARMANDO et al., 2011).

Estudos realizados por Keller (2012) mostraram que cepas de S. cerevisiae
apresentaram capacidade de producdo de substancias antimicrobianas, capacidade de
autoagregacao e coagregacdo com patogenos intestinais.

Quando um alimento possui ingredientes prebidticos e microrganismos
probidticos simultaneamente, &€ denominado simbiotico, e possui caracteristicas
funcionais dos dois produtos, que sinergicamente beneficiardo a salde do consumidor
(RAIZEL et al., 2011).
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3.5 Quantificagédo do crescimento celular

O pré-requisito necessario para o uso comercial dos probidticos é sua
sobrevivéncia em ndmero suficientemente elevado durante a producdo e estocagem
(ROSS et al., 2005; KAILASAPATHY, 2009). Assim, torna-se necessaria a avaliagdo
constante da quantificacdo de células durante todas as etapas do processo. A quantificacdo
celular é realizada por técnicas definidas como diretas e indiretas. Na forma direta, conta-
se 0 numero de células presente na cultura, além de muitos métodos também permitirem
a observacdo simultanea da morfologia celular. O tipo de microrganismo, as
caracteristicas do meio de cultivo e a viabilidade econdémica sdo os fatores que
determinardo o método utilizado para a quantificacdo. Em processos bioldgicos os
métodos baseados na contagem total de microrganismos ou na observacdo microscopica
tém sido reportados. Outros métodos amplamente empregados sdo densidade 6ptica (ou
absorbancia), peso seco de células, nimero mais provavel de microrganismos, dentre
outros (COMPRI-NARDY et al., 2009; ALVES; GUIMARAES, 2010).

A espectrofotometria € o método indireto de analise Optica mais utilizado em
investigacOes biologicas e fisico-quimicas, por ser um método rapido e simples. Este
método baseia-se na dispersao da luz ao passar por uma amostra. Quando um feixe de luz
monocromatica atravessa uma solucdo com moléculas absorventes, parte da luz é
absorvida pela solucdo e o restante é transmitido (COMPRI-NARDY et al., 2009). Em
1852, Beer observou que a intensidade de um feixe de luz monocromaética decresce
exponencialmente, conforme a concentragdo da substancia absorvente aumenta
aritmeticamente (VINADE; VINADE, 2005).

Assim, para obter a concentracdo da suspensdo analisada, faz-se necessario o
conhecimento da relacdo existente entre a turbidez e a concentracédo celular ou nimero de
células viaveis. Essa relacao pode ser obtida por meio de uma curva de correlacéo, a qual
é construida utilizando como parametro um método direto de medida de concentracao ou
namero de células viaveis versus a medida da densidade dptica (DO). O uso de
espectrofotometria e curva de correlacdo € um método que esta sendo expandido para a
escala industrial e abrange as mais diversas analises (VINADE; VINADE, 2005).

O método direto mais comumente utilizado para quantificar a concentracdo de
células em uma suspensdo é a contagem de células em equipamento microscépio,
realizada com o auxilio de uma camara de Neubauer, que consiste em uma lamina de
vidro composta por nove quadrados que medem 1 mm? de &rea. Para realizar a estimativa
da concentracéo de células, séo realizadas contagens da quantidade de células encontradas
em cada quadrado, divididas pelo respectivo volume, resultando na concentragdo de
células por mm® (COMPRI-NARDY et al., 2009; ALVES; GUIMARAES, 2010).

Outro método direto bastante utilizado é a contagem de microrganismos em
placas. Este método visa determinar o tamanho de uma populacdo microbiana, aplicando-
se atécnica de diluicdo decimal seriada, que consiste em dilui¢cdes sucessivas da amostra,
com cada diluicdo sendo semeada em placas com meio de cultivo apropriado e incubada
em condicOes de temperatura, tempo e atmosfera especificadas para o ensaio. A seguir,
decorrido o tempo de incubacéo, é realizada a leitura das placas. O valor obtido em cada
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placa é entdo multiplicado pelo fator de diluicdo e, assim, obtém-se o nimero real de
coldnias presentes na amostra inicial ndo diluida. A contagem de microrganismos em
placas € de extrema importancia para a grande maioria dos experimentos em
microbiologia, uma vez que a quantidade de células em uma amostra ndo diluida é
geralmente elevada, impossibilitando sua quantificacdo direta (COMPRI-NARDY et al.,
2009; ALVES; GUIMARAES, 2010).

Um dos parametros de maior importancia em processos biotecnologicos
industriais € o acompanhamento do crescimento microbiano, por concentracdo celular
(biomassa). Sua exata quantificagdo é importante para modelar-se matematicamente o
processo e seu comportamento cinético (HISS, 2001).

O método considerado como referéncia para a determinagéo da biomassa (g-L™)
€ 0 gravimétrico, em que a concentragdo celular é quantificada através de seu peso seco.
Porém, o tempo operacional exigido para sua completa realizacdo é consideravel, o que
dificulta 0 acompanhamento do crescimento microbiano em tempo real no bioprocesso,
impossibilitando a realizacdo de eventuais acdes necessarias de corre¢cdes no processo
(HISS, 2001).

Logo, uma metodologia que permita a obtencdo de resultados em apenas alguns
minutos reveste-se da mais alta importancia para o setor da biotecnologia. Assim, se
houver proporcionalidade entre uma metodologia rapida e metodologias diretas, pode-se,
por meio de uma curva de correlacdo, determinar a concentracdo da substancia ou a
viabilidade celular de amostras ndo conhecidas, o que permite o acompanhamento do
crescimento do microrganismo em tempo real (SILVA et al., 1997).

A curva de correlacdo é obtida aplicando-se regressdo linear entre pontos
experimentais. Esta regressao gera uma equacdo linear do tipo y = ax + b, sendo y a
variavel dependente, x a variavel independente, a a constante igual ao coeficiente angular
da reta, b a constante igual ao coeficiente de regressdo ou linear, R? igual ao coeficiente
de determinacéo e r igual ao coeficiente de correlacdo. Este Gltimo é utilizado com o
objetivo de verificar se ha relacdo entre duas variaveis e seu grau de associacdo. Alguns
autores apontam a existéncia de alta correlacdo quando o valor de r € superior a 0,90,
porém sabe-se da existéncia de correlacdo entre duas varidveis mesmo com valores
inferiores a0 mencionado (VINADE; VINADE, 2005; COMPRI-NARDY et al., 2009).

3.6 Otimizacdo estatistica

O processo de industrializacdo deve ser reprodutivel e economicamente viavel.
Portanto, se faz necesséario otimizar as condi¢6es de fermentagéo e produgéo de biomassa,
nos parametros fisicos e quimicos. Ha varios componentes do meio e do metabolismo
celular que interferem na multiplicacdo e crescimento celular, com possibilidade de que
haja interacOes entre fatores. Ou seja, ao utilizar modelos unidimensionais haveria uma
negligéncia na interacdo dos fatores, o que resultaria em uma falha ou fracasso
experimental. Nesses casos, para avaliacdo de cada um dos fatores que afeta o resultado,
seria necessario conduzir um experimento variando um fator por vez, mantendo fixas as
outras variaveis. Poréem, essa metodologia ndo avalia a interacdo entre as variaveis e
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demanda uma quantidade muito alta de experimentos, aumentando 0s gastos com
materiais e tempo de realizacdo (TERRAZAS, 2012).

O termo Design of Experiments (DOE), traduzido como planejamento de
experimentos ou delineamento experimental, refere-se a técnica utilizada para definir
quais variaveis influenciam no comportamento da resposta e como utiliza-las a seu favor,
0 que permite obter melhor combinacdo das varidveis a fim de otimizar o produto final
0u 0 processo, buscando a maior precisao estatistica possivel na resposta e 0 menor custo.
E uma técnica de extrema importancia para a indUstria, pois seu emprego permite
resultados mais confiaveis, economizando dinheiro e tempo (TERRAZAS, 2012,
PETENETE, 2015).

Existem diversas técnicas de planejamento de experimentos, como tratamentos
em blocos, quadrado latino, experimentos fatoriais, superficie de resposta, entre outros.
Nos casos em que varios fatores necessitam ser estudados simultaneamente, 0s
experimentos fatoriais sdo bastante utilizados. Nesse tipo de experimento, todas as
combinacgBes possiveis entre variaveis e niveis sdo consideradas, obtendo uma boa
precisdo dos resultados, mesmo quando € utilizado um pequeno nimero de variaveis e
niveis, o que diminui bastante o custo e o tempo exigidos (BOX et al., 2005). Quando o
experimento possui mais de trés varidveis, uma alternativa econémica € a utilizacdo de
experimentos fatoriais fracionados, nos quais € realizado um arranjo entre as variaveis e
as observacOes de forma que todos os fatores variem simultaneamente. Escolhendo as
variaveis, é possivel determinar o efeito de cada fator e 0 modo como cada uma das
varidveis interage com as demais (HINKELMANN; KEMPTHORNE, 1963,
RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Experimentos fatoriais sdo aqueles que apresentam combinac@es entre dois ou
mais fatores, em que cada combinacdo € um tratamento. Seguindo um esquema fatorial
completo, este sera denotado por NX, em que K € o numero de fatores no estudo e N, o
namero de niveis de cada fator. Porém, a medida que aumenta o nimero de fatores, o
nimero de ensaios cresce exponencialmente, o que muitas vezes inviabiliza sua
utilizacdo. Para isso, faz-se necessario 0 uso de delineamentos prévios com base em
fracdes fatoriais, a exemplo do delineamento Plackett-Burman, que levam ao resultado
da condi¢do 6tima dos ensaios, diminuindo consideravelmente a quantidade de ensaios a
serem realizados (RODRIGUES; IEMMA, 2009; BARROS NETO et al., 2007).

O delineamento Plackett-Burman (PB) faz parte de planejamentos fatoriais
fracionados, abrangendo matrizes para qualquer n maltiplo de quatro fatores (n=12, 16,
20, 24... ensaios). O PB usa uma abordagem linear e assume que ndo ha interacéo entre
os diferentes componentes da média na série de analise de variaveis. O PB é considerado
uma concepcao fatorial fracionaria e o coeficiente de contraste ou efeito principal de uma
tal concepcdo pode ser calculado como a diferenca entre a média das respostas do
experimento nos niveis mais altos (+1) e nos niveis mais baixos (-1). Esses delineamentos
possuem colunas mutualmente ortogonais, contendo o mesmo nimero de sinais positivos
e negativos. Esse planejamento funciona como uma ferramenta de triagem inicial para a
metodologia de superficie de respostas (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A metodologia PB é uma ferramenta de triagem e, com um pequeno nimero de
ensaios, é possivel determinar a influéncia de varios fatores, evitando extensos esquemas
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fatoriais com informacg6es mais completas. Porém, neste modelo, é suposta a auséncia de
interacdes (PLACKETT; BURMAN, 1946).

Quando se pretende avaliar como varios fatores, seus diferentes niveis e suas
interacdes influenciam na resposta (experimentos de segunda ordem), outros modelos sdo
mais apropriados, como o desenho de compostos centrais (CCD), o delineamento de Box-
Behnken (BBD) e a metodologia de superficie de respostas (RSM). Esses experimentos
de segunda ordem sdo mais utilizados para otimizacdo estatistica de multiplas variaveis
(BOX et al., 2005).

Os desenhos de Box-Behnken geralmente sdo mais eficientes em termos de
nimero minimo de area de execucao requerida, quando comparados com os desenhos de
compostos centrais. Isso se da porque pontos de resposta do modelo BBD sempre estéo
dentro de um limite de operacgdo seguro, ou seja, dentro dos niveis altos e baixos nominais,
ndo contendo nenhum ponto de resposta nos vértices da regido cubica, o que evita valores
discrepantes (muito altos ou muitos baixos) que possam aumentar o erro da resposta. 1sso
pode ser vantajoso quando as combinagdes de niveis dos fatores sdo inviaveis ou
impossiveis de testar experimentalmente (ANUAR et al., 2013).

A RSM é uma pratica comum na biotecnologia, sendo especialmente aplicada para
otimizar as condi¢cbes de cultivo de microrganismos, de forma a encontrar condicdes
ideais e técnicas eficientes para otimizacdo estatistica, levando em conta cada fator
separado e a interacdo entre eles (TERRAZAS, 2012).

A utilizagdo dos experimentos de primeira ordem, como o PB, e de segunda
ordem, como BBD e RSM, pode ser importante para a determinacao de fatores e niveis
que resultem em maior producdo de biomassa de S. cerevisiae, 0 que viabiliza seu
processo de industrializacdo para uso como probidtico e/ou adsorvente de micotoxinas.
Entretanto, convém sempre lembrar que a condi¢do otimizada do processo deve respeitar
afisiologia do microrganismo em questao, ser economicamente viavel e de facil aplicacdo
industrial, além de conservar a viabilidade e estabilidade das células e suas propriedades
probiéticas (TERRAZAS, 2012).
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4. MATERIAL E METODOS

Os procedimentos experimentais foram realizados no Laboratdrio de Micologia e
Micotoxinas (LAMICO) da Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas
Gerais.

Para execugdo do presente estudo, foram utilizadas duas cepas de S. cerevisiae
com propriedades probidticas e adsorvente de micotoxina (LL74 e LL83), obtidas a partir
da colecdo de microrganismos do LAMICO. As cepas foram isoladas e caracterizadas por
técnicas fisiologicas e moleculares em estudo anterior, além de previamente testadas e
comprovadas suas propriedades probioticas e capacidade de adsorcdo de micotoxinas
(KELLER, 2012).

4.1 Desenho experimental de selecdo da fonte de carbono para maior producéo de
biomassa

Inicialmente foram testadas diferentes combinacdes de fontes de carbono
(dextrose e sacarose) para uma escolha que resultasse em maior producdo de biomassa
e/ou economia no processo produtivo. Para isso foram testados trés diferentes meios de
cultivo:

1) caldo YPD (extrato de levedura 10 g-L!, peptona de carne 20 g-L*! e

dextrose 20 g-LY);

2)  caldo YPS (extrato de levedura 10 g-L™!, peptona de carne 20 g-L e sacarose

20 gL,
3) caldo YPD+S (extrato de levedura 10 g-L, peptona de carne 20 g-L*,
dextrose 10 g-L e sacarose 10 g-L?).

Frascos contendo 15 mL de cada meio foram incubados com agita¢do orbital a
150 rpm e 30°C, e foram recolhidas aliquotas em intervalos regulares (TO, T2, T4, T6, T8
e T10 — tempos em horas) até a saturacdo da curva. Para quantificacdo celular foram
utilizados os métodos: espectrofotométrico — densidade dptica (DO) e contagem de UFC
em placas dos respectivos meios de cultivo.

A leitura da DO foi realizada em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
640 nm. A curva de crescimento microbiano foi construida a partir do valor da densidade
Optica e expressa na forma logaritmica Ln (DO/DOg), em que DO é a leitura da densidade
oOptica no tempo zero e DO e leitura da densidade Optica no tempo t.

Para a contagem de UFC em placa fizeram-se dilui¢des seriadas até a diluicéo
1012, A inoculacdo foi realizada em superficie de placas de Petri contendo meio YPD.
Apbs o plagueamento, incubaram-se as placas em temperatura de 30°C por 24 horas.
Decorrido o tempo de incubacdo, fez-se a leitura das placas. A contagem compreendeu
entre 30 a 300 colbnias. O resultado obtido foi multiplicado pelo fator da dilui¢cdo. A
curva referente ao crescimento microbiano foi construida com o valor da UFC- mL™
expresso na forma logaritmica Ln (logioUFC/logio0UFCo), em que UFCo é a UFC-mL™*
no tempo zero e UFC é a UFC-mL™ no tempo t.
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Com os resultados obtidas das curvas de crescimento, parametros cinéticos do
processo fermentativo foram calculados como:

e Velocidades especificas maximas de crescimento (umax), que foram
determinadas pela construcdo do grafico Ln X/Xo em fungdo do tempo,
obtendo-se o valor de pmax pelo coeficiente angular da reta ajustada aos
dados experimentais na fase exponencial de crescimento, conforme a
equacéo:

Ln (X/Xo) = Hmax - t

e Tempos de geracao (tq), caracterizados como 0 tempo necessario para o
microrganismo dobrar o valor da concentragdo celular, calculados
conforme a equacéo:

2X Ln2

Ln - Mmax (ty  logo, Hmax=Ln =
Todas as analises foram realizadas em triplicata. Os resultados obtidos de DO e
UFC foram submetidos & analise estatistica por meio da analise de variancia (ANOVA)
para comparacao entre os diferentes meios de cultivo (software BioEstat, versdo 5.3).
Todos os dados de UFC foram transformados usando a funcéo logaritmica logio (x + 1)
antes da ANOVA. Foram ajustados modelos de regressao linear simples para avaliar a
correlacdo entre DO e UFC para cada cepa testada de S. cerevisiae. Ja4 a comparacdo das
curvas de correlagdo entre cepas (LL74 vs. LL83) foi realizada verificando-se a
sobreposicado entre os intervalos de confianca das curvas. Para avaliar a associacdo entre
as variaveis DO e UFC, aplicou-se o coeficiente de correlacdo de Pearson. O nivel de

significancia considerado nas analises estatisticas foi de 5%.

4.2 Desenhos experimentais de interacdes das variaveis sobre a producdo de
biomassa

Foram utilizados desenhos experimentais de dois tipos: desenho de selecdo e
desenhos de otimizacdo. A resposta analisada foi a densidade Optica. Para o desenho de
selecdo, utilizou-se o planejamento experimental de Plackett-Burman para avaliar os
efeitos das variaveis independentes sobre o crescimento da levedura em questdo, com o
efeito de cada resposta avaliado pela equacéo a seguir:

X -X
X;=——2, i=1,2,3...K
AX

T
sendo x; 0 valor codificado da variavel i, Xi seu real valor, Xo 0 valor que adota a variavel
no ponto central (nivel 0) e AX; a variagdo do parametro entre o nivel zero e o nivel
consecutivo a este (superior ou inferior). As variaveis independentes analisadas foram
sacarose (g/L), peptona (g/L), extrato de levedura (g/L), velocidade de agitagéo (rpm) e
temperatura (°C) de incubacéo de cada levedura.
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Para os desenhos de otimizacao foram empregados o planejamento experimental
de Box-Behnken e metodologia de superficie de resposta; as variaveis selecionadas
anteriormente foram analisadas de acordo com a seguinte equacao:

_ k k j-1 k 2
y_ﬁU-I_Z:EI’Brlf+Zg‘=22f=1ﬁf;"x?xj+Zr‘=1 i1

sendo y a resposta observada, fo 0 coeficiente independente, Si 0 i-ésimo coeficiente
linear, pij o i,j-ésimo coeficiente interativo e fii o i-ésimo coeficiente quadratico.

Ao final, foi determinada a concentracao ideal de cada uma das variaveis de forma
a maximizar a resposta (maior DO = maior biomassa). No delineamento Plackett-
Burman, os efeitos principais foram calculados utilizando o modelo de regressédo linear
com o software Action Stat versdo 3.2, um suplemento para Microsoft® Excel. Ja no
delineamento Box-Behnken, os dados foram submetidos a analise estatistica do modelo,
por meio do software gratuito Essential Experimental Design, um suplemento para
Microsoft® Excel (STEPPAN et al., 1999). O melhor valor de produgio de biomassa foi
estimado usando a fungdo Solver do Microsoft® Excel. O nivel de significancia
considerado nas analises estatisticas foi de 5%.

4.3 Comparacado das curvas de crescimento de Saccharomyces cerevisiae em meio
otimizado e ndo otimizado

Para avaliar o efeito da otimizacdo estatistica foram realizadas curvas de
crescimento de S. cerevisiae tendo como substratos os meios de cultivo otimizados para
cada uma das cepas testadas em comparagdo com a formulacdo convencional do caldo
YPD. Os dados obtidos foram analisados no programa Stata® release 12 (STATACORP,
2011). A normalidade e a homocedasticidade foram verificadas antes da ANOVA pelos
testes de Kolmogorov-Smirnov e Cochran, respectivamente. Os resultados de DO foram
analisados por meio da ANOVA e do teste t de Student, tendo sido realizadas
comparagOes de médias entre tempos para cada tratamento, e entre o tratamento e seu
respectivo controle. O nivel de significancia para todas as analises estatisticas foi de 5%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Desenho experimental de selecdo da fonte de carbono para maior producao de
biomassa

Inicialmente foi testada a influéncia de diferentes fontes de carbono sobre o
crescimento das cepas estudadas (LL74 e LL83). As fontes escolhidas foram sacarose e
dextrose, por serem facilmente encontradas e economicamente viaveis para producéo
industrial. Foram construidas curvas de crescimento de cada uma das leveduras nos
diferentes meios de cultivo:

e caldo YPD;
e caldo YPS;
e caldo YPD+S.

Foram recolhidas aliquotas dos cultivos, de duas em duas horas, até a saturacéo
da curva, para medicdo de DO e UFC. As curvas de crescimento de cada uma das
leveduras nos diferentes meios de cultivo se encontram nas Figuras 3 e 4.

N&o houve diferenca estatistica significativa (p>0,05) para o crescimento das
leveduras nos diferentes meios de cultura (YPD 100% dextrose, YPS 100% sacarose e
YPD+S 50% dextrose e 50% sacarose).

Saccharomyces cerevisiae possui a capacidade de utilizar diversas fontes de
acucares para seu desenvolvimento conseguindo adaptar seu metabolismo. A levedura
possui 0s genes HXT1 e HXT7, que codificam permeases responsaveis pelo transporte
de hexoses (dextrose, frutose e manose) para o interior da célula fungica. Além do
transporte dos monossacarideos por difusdo facilitada, ha o transporte de dissacarideos
pelo co-transporte de aglcares com ions H*, porém ha gasto de energia ao ser utilizada
essa via. Como via alternativa, a sacarose pode ser hidrolisada fora da célula através da
invertase, enzima produzida pelas leveduras capazes de separar a sacarose, em glicose e
frutose, permitindo absorver as duas moléculas pelo método de difusdo facilitada,
evitando o gasto de energia (ARMANDO et al., 2011; DARIO, 2012). As cepas de
Saccharomyces cerevisiae estudadas foram capazes de utilizar ambas as fontes de
carbono, o que foi confirmado pelo crescimento em todos 0s meios de cultivo testados
que continham dextrose e/ou sacarose. Apds pesquisa de mercado, a sacarose foi
escolhida como fonte de carbono para a continuidade do trabalho, por ser mais facilmente
encontrada e possuir, em geral, preco mais acessivel que a dextrose.

18



Figura 3 - Curvas de crescimento de S. cerevisiae LL74 nos diferentes meios de cultivo
testados para maior producgéo de biomassa.
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Figura 4 - Curvas de crescimento de S. cerevisiae LL83 nos diferentes meios de cultivo
testados para maior producgéo de biomassa.
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A partir dos resultados das curvas de crescimento celular, foram construidos os
graficos Ln(X/Xo) versus tempo e foram determinados os valores de pmax ajustada aos
dados experimentais na fase exponencial de crescimento. Também foram calculados os
tempos de geracgdo (Tabela 1).

Tabela 1 - Valores das velocidades especificas de crescimento (p) durante a fase
exponencial (4 a 8 h) e tempos de geracao para as cepas S. cerevisiae LL74 e LL83 nos
diferentes meios de cultivo testados.

Cepas Meio de cultivo Umax (0™ tq ()
YPD 0,265 2,62
LL74 YPS 0,286 2,42
YPD+S 0,303 2,29
YPD 0,233 2,97
LL83 YPS 0,198 3,50
YPD+S 0,203 3,41

Mmax = velocidade especifica méaxima de crescimento; ty = tempo de geragao.

Nossos resultados estdo de acordo com Alves (1996), que relatou valores de pmax
entre 0,19 e 0,64 h para S. cerevisiae. A cepa LL74 apresentou maior velocidade
especifica maxima de crescimento e menor tempo de geracao quando comparada a LL83,
0 que indica que é melhor em producdo de biomassa, produzindo maior quantidade de
células em menor tempo. O estudo da cinética de crescimento microbiano permite a
analise dos pontos criticos, determinacdo da vida Util e analise de riscos do processo,
sendo de extrema importancia para a industria (HOMEM et al., 2017).

Apobs a determinacdo da pmax € tg, foram ajustados modelos de regressdo linear
simples para avaliar a associacdo entre DO (medicdo indireta) e UFC (logio) (medicéo
direta) para cada cepa testada de S. cerevisiae. Como resultado, foram obtidos
coeficientes de determinacdo R? = 0,846 para LL74 e 0,911 para LL83, o que indica que
os valores de DO versus UFC (logio) apresentaram boa linearidade. Logo a seguir, foi
calculado o coeficiente de correlacdo de Pearson para avaliar a correlacdo entre as
medidas de DO e de UFC (logio) de cada cepa testada. Como resultado, foram obtidos
coeficientes de correlacdo r = 0,920 para LL74 (p<0,0001) e 0,955 para LL83 (p<0,0001),
indicando alta correlacdo entre as formas de medicao. Diz-se que existe correlagdo entre
duas variaveis quando as alteracdes sofridas por uma delas sdo acompanhadas por
modificagdes nas outras. Ou seja, no caso de duas varidveis x e y, 0s aumentos (ou
diminuic¢des) em x correspondem a aumentos (ou diminuigdes) emy.

Assim, pelas equacdes dos modelos de regressédo linear de cada cepa (Tabela 2),
torna-se possivel mensurar o valor de UFC a partir das leituras de valores da DO. A
comparacdo das curvas de correlacdo entre cepas (LL74 vs. LL83) foi realizada
verificando-se a sobreposicdo entre os intervalos de confiancga das curvas. Nota-se que
ndo ha sobreposicdo nos intervalos de confianga 95% dos coeficientes da reta, o que
indica que cada cepa teve um comportamento individual de crescimento.
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Tabela 2 - EquacOes da reta de regressdo linear (DO e logio0UFC) com respectivos
intervalos de confianca para o crescimento das cepas S. cerevisiae LL74 e LL83.

Cepas Equacdo IC 95% (a) IC 95% (b)
LL74 Y = 16,8395 + 3,9984x 17,460 a 18,135 2,240 a 2,844
LL83 Y =17,4602 + 2,5037x 16,483 a 17,196 3,650 a 4,346
x = valor em DO Y = valor em UFC IC = intervalo de confianga
a = coeficiente linear ou intercepto da reta b = coeficiente angular ou de regresséo

Segundo Moreira et al. (2013), dependendo do isolamento, as linhagens de S.
cerevisiae podem apresentar diferencas morfologicas e de eficiéncia fermentativa. A
diferenca no comportamento individual de crescimento pode ser explicada pela diferenca
morfoldgica entre elas, como pode ser observado na Figura 5.

Figura 5 - Microscopia 400x, campo C da camara de Neubauer, das leveduras S.
cerevisiae LL74 (esquerda) e LL83 (direita).

| [0 Tonmd ovemlain p ARl
Fonte: arquivo pessoal.

Dadas as alteracdes evolutivas causadas pela adaptacdo de cada levedura a sua
fonte principal de nutriente, cada cepa pode apresentar morfologia e comportamento
diferentes influenciando na quantidade de nutrientes necessario para a manutencdo da
célula e em sua curva de crescimento. Leveduras isoladas de panificacdo, a exemplo da
levedura LL83, apresentam alta atividade de invertases e também varios genes SUC no
genoma, este gene é responsavel pela expressdo das invertases extra e intracelulares. Por
outro lado, as linhagens utilizadas na producéo de destilados ndo apresentam amplificagdo
no gene SUC, uma vez que a glicose e a frutose sdo suas principais fontes de aglcar a
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serem fermentados. As invertases sdo responsaveis pela hidrélise e aproveitamento da
sacarose como fonte de nutrientes. Assim como o gene SUC sofre influéncia da adaptagéo
da levedura ao meio em que esta se encontra, outras permeasses e genes codificadores de
proteinas transportadoras também sofrem, promovendo essa diversidade em tamanho e
necessidade de nutrientes nas diferentes cepas de leveduras (DARIO, 2012).

5.2 Desenhos experimentais de interacdes das variaveis sobre a producdo de
biomassa

Apbs a escolha da fonte de carbono e da construgéo das curvas de correlacdo entre
UFC e DO, foi realizado delineamento Plackett-Burman (PB) para avaliagéo do efeito de
cinco variaveis (concentracdo de sacarose, concentracdo de peptona, concentracdo de
extrato de levedura, velocidade de agitacdo e temperatura de incubacdo), visando
selecionar as varidveis mais importantes para a otimizacdo da producdo de biomassa
(Tabela 3). Os niveis das varidveis foram escolhidos com base nas variagcdes de meios
encontrados na literatura, sempre respeitando a fisiologia da levedura, evitando valores
incompativeis com a viabilidade celular.

Tabela 3 - Desenho de sele¢éo de Plackett-Burman.

o Niveis
Variaveis 1 0 1
Sacarose (g/L) 20 35 50
Peptona (g/L) 10 20 30
Extrato de levedura (g/L) 10 20 30
Velocidade (rpm) 100 200 300
Temperatura (°C) 30 32 34

As matrizes de Plackett-Burman com dados codificados e respectivas respostas
(DO) estdo apresentadas na Tabela 4 para LL74 e na Tabela 5 para LL83.

Tabela 4 - Matriz Plackett-Burman com dados codificados para as variaveis estudadas e
respectivas respostas de S. cerevisiae LL74.

(continua)
Exp # Sac? Pep® ExL® Vel Temp® Resp
1 20 30 30 300 30 1,253
2 20 10 10 300 34 1,154
3 20 10 10 100 30 1,480
4 20 30 30 100 34 1,688
5 20 30 10 100 30 1,382
6 20 10 30 300 34 1,494
7 35 20 20 200 32 1,401
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Tabela 4 - Matriz Plackett-Burman com dados codificados para as varidveis estudadas e
respectivas respostas de S. cerevisiae LL74.

8
9
10
11
12
13
14
15

35
35
50
50
50
50
50
50

20
20
30
10
30
10
10
30

20
20
30
30
10
30
10
10

200
200
100
300
300
100
100
300

32
32
34
30
30
30
34
34

(continuacao)

1,305
1,422
1,582
0,942
1,374
1,481
1,661
1,098

#Caodigo do ensaio. Concentragio de sacarose. "Concentracio de peptona. ‘Concentragio de extrato
de levedura. “Velocidade de agitagdo. *Temperatura de incubagéo. 'Resposta em densidade dptica.

Tabela 5 - Matriz Plackett-Burman com dados codificados para as varidveis estudadas e
respectivas respostas de S. cerevisiae LL83.

Exp # Sac? Pep® ExL® Vel Temp® Resp'
1 20 10 10 100 30 1,750
2 20 30 10 100 30 1,792
3 20 30 30 100 34 1,665
4 20 10 30 300 34 1,197
5 20 10 10 300 34 1,493
6 20 30 30 300 30 1,598
7 35 20 20 200 32 1,837
8 35 20 20 200 32 1,815
9 35 20 20 200 32 1,596

10 50 10 10 100 34 1,663
11 50 10 30 100 30 1,887
12 50 10 30 300 30 1,536
13 50 30 10 300 30 1,649
14 50 30 10 300 34 1,558
15 50 30 30 100 34 1,461

#Codigo do ensaio. Concentragio de sacarose. "Concentracio de peptona. ‘Concentragio de extrato
de levedura. “Velocidade de agitagdo. *Temperatura de incubago. 'Resposta em densidade dptica.

2009).

Esse delineamento visa a selecéo de varidveis permitindo seu estudo simultaneo.
Isso diminui 0 numero de ensaios que deveriam ser realizados, sendo necessaria a
realizacdo de trés repeticdes na condicdo de ponto central (RODRIGUES; IEMMA,
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Os resultados da modelagem de PB podem ser vistos na Tabela 6 para LL74 e na

Tabela 7 para LL83.

Tabela 6 - Resultados” da ANOVA do modelo de Plackett-Burman aplicado para

producdo de biomassa de S. cerevisiae LL74.

Efeitos Estimativa Valor-p
Intercepto 2768,070
Sac? -157,965 -78,982 1,903E-08"
Pep® -316,064 -158,032 1,187E-09"
Levt -526,631 -263,315 1,541E-10"
Veld 10,540 5,270 0,0008"
Temp® -0,138 -0,069 0,912

* p<0,05 *Resultados arredondados. ®Concentracdo de sacarose. "Concentragio de peptona.
Concentragéo de extrato de levedura. “Velocidade de agitacdo. *Temperatura de incubagao.

Tabela 7 - Resultados* da ANOVA do modelo de Plackett-Burman aplicado para

producdo de biomassa de S. cerevisiae LL83.

Efeitos Estimativa Valor-p
Intercepto 1,251
Sac? -0,252 -0,126 1,887E-07"
PepP -0,216 -0,108 3,462E-07"
Leve -0,339 -0,169 5,732E-08"
Veld -0,003 -0,001 0,346
Temp® 0,171 0,085 8,742E-07"

* p<0,05 *Resultados arredondados. Concentracdo de sacarose. "Concentracdo de peptona.
Concentragéo de extrato de levedura. “Velocidade de agitacdo. *Temperatura de incubagao.

Utilizando os dados do delineamento PB, podemos observar que todas as variaveis
foram estatisticamente significativas, com excec¢do da temperatura de incubagdo para
LL74 e avelocidade de agitacdo para a LL83, nesse experimento. Como todas as variaveis
demonstraram ser significativas para pelo menos uma das cepas testadas, todas foram
selecionadas para o0s ensaios de otimizacdo dos niveis 6timos, objetivando a resposta

maxima.

Para isso foi utilizado o delineamento de Box-Behnken, com cinco variaveis,
matriz fatorial codificada em (-1), (0) e (+1) e cinco pontos centrais, resultando em 45
ensaios. Os valores foram ajustados de acordo com os resultados obtidos no PB (BOX et

al., 2005).
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Tabela 8 - Desenho de otimizagdo de Box-Behnken.

Variaveis

Sacarose (g/L)
Peptona (g/L)

Extrato de levedura (g/L)

Velocidade (rpm)
Temperatura (°C)

Niveis
-1 0 +1
10 30 50
4 17 30
2 16 30
100 150 200
30 33 36

As matrizes de Box-Behnken com dados codificados e respectivas respostas (DO)
estdo apresentadas na Tabela 9 para LL74 e na Tabela 10 para LL83.

Tabela 9 - Matriz Box-Behnken com as variaveis estudadas e respectivas respostas de S.
cerevisiae LL74.

(continua)

Exp # Sac? Pep® ExL® Vel Temp® Resp®
1 10 17 16 200 33 1,259
2 10 17 2 150 33 1,258
3 10 30 16 150 33 1,164
4 10 17 30 150 33 1,088
5 10 4 16 150 33 1,178
6 10 17 16 100 33 1,089
7 10 17 16 150 30 1,040
8 10 17 16 150 36 1,161
9 30 17 2 150 30 1,037
10 30 30 16 150 36 1,120
11 30 17 16 200 36 1,085
12 30 17 16 150 33 1,185
13 30 17 30 200 33 1,169
14 30 4 16 100 33 1,129
15 30 4 30 150 33 1,091
16 30 4 16 150 36 1,256
17 30 17 16 150 33 1,223
18 30 30 30 150 33 1,007
19 30 17 16 150 33 1,162
20 30 17 16 150 33 1,156
21 30 17 2 150 36 1,227
22 30 17 2 100 33 1,125
23 30 17 2 200 33 1,277
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Tabela 9 - Matriz Box-Behnken com as varidveis estudadas e respectivas respostas de S.
cerevisiae LL74.

24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
30
50
50
50
50
50
50
50
50

17
30
17
17
4
17
4
30
30
17
4
30
17
17
17
17
30
17
4
17
17
17

30
2
30
30
16
16
16
16
16
16
2
16
16
16
16
2
16
16
16
30
16
16

100
150
150
150
150
200
200
100
150
100
150
200
100
150
100
150
150
150
150
150
150
200

33
59
36
30
30
30
33
33
30
36
33
33
30
33
33
33
33
30
33
33
36
33

(continuacao)

1,056
1,142
1,081
0,951
1,105
1,074
1,270
1,062
1,013
1,139
1,192
1,226
1,078
0,998
1,086
1,174
1,143
0,964
1,157
1,056
1,144
1,228

#Cadigo do ensaio. *Concentragio de sacarose. "Concentracdo de peptona. ‘Concentragdo de extrato
de levedura. “Velocidade de agitagdo. *Temperatura de incubagéo. 'Resposta em densidade dptica.

Tabela 10 - Matriz Box-Behnken com as varidveis estudadas e respectivas respostas de
S. cerevisiae LL83.

(continua)
Exp # Sac? Pep® ExXL® Veld Temp® Resp®
1 10 17 16 100 33 1,224
2 10 30 16 150 33 1,083
3 10 17 2 150 33 1,367
4 10 17 16 200 33 1,218
5 10 17 16 150 36 1,168
6 10 4 16 150 33 1,187
7 10 17 16 150 30 1,033
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Tabela 10 - Matriz Box-Behnken com as variaveis estudadas e respectivas respostas de
S. cerevisiae LL83.

43
44
45

50
50
50

17 16
17 16
4 16

150
100
150

36
59
33

(continuacao)

1,197
1,273
1,361

#Cddigo do ensaio. Concentracdo de sacarose. "Concentragdo de peptona. “Concentracéo de extrato
de levedura. “Velocidade de agitagdo. *Temperatura de incubagéo. ‘Resposta em densidade dptica.

Os resultados do BBD podem ser vistos na Tabela 11 para LL74 e na Tabela 12 para
LL83. Os valores de R? e R? ajustado para a LL74 foram 0,815 e 0,654 e para a LL83
foram 0,759 e 0,558, respectivamente.

Tabela 11 - Resultados” da ANOVA do modelo de Box-Behnken aplicado para producio
de biomassa de S. cerevisiae LL74.

(continua)
Fonte quacrados mécio i FSIONE erdade
Regressao 0,231 0,011 5,056 0,0001 20
Residuos 0,052 0,002 23
Falta de ajuste 0,049 0,002 2,696 0,225 20
Erro puro 0,002 0,0009 3
Total 0,283 43
e I o
Média -9,113 0,001 2,436 -14,15 -4,073 -3,741
Sac? -0,006 0,647 0,014 -0,035 0,022 -0,464
Pep® 0,008 0,709 0,021 -0,036 0,052 0,378
ExL® 0,015 0,460 0,019 -0,026 0,056 0,751
Vel 0,004 0,476 0,005 -0,007 0,016 0,725
Temp® 0,579 0,0002" 0,132 0,305 0,853 4,372
Sac*Sac -3,651E-05 0,415  4,394E-05 -0,0001  5,438E-05 -0,831
Pep*Pep -5,387E-05 0,609 0,0001 -0,0002 0,0001 -0,518
EXL*ExL -0,0001 0,051 8,967E-05 -0,0003 1,300E-06 -2,054
Vel*Vel -4,083E-07 0,954  7,030E-06 -1,495E-05 1,413E-05 -0,058
Temp*Temp -0,008 0,0003" 0,001 -0,012 -0,004 -4,216
Sac*Pep -3,878E-16 1,000  9,185E-05 -0,0001 0,0001 -4,22E-12
Sac*ExL 4,642E-05 0,591 8,529E-05 -0,0001 0,0002 0,544
Sac*Vel -7E-06 0,772 2,388E-05  -5,640E-05  4,240E-05 -0,293
Sac*Temp 0,0002 0,543 0,0003 -0,0005 0,001 0,618
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Tabela 11 - Resultados” da ANOVA do modelo de Box-Behnken aplicado para produgio
de biomassa de S. cerevisiae LL74.

Pep*ExL
Pep*Vel
Pep*Temp
ExL*Vel
ExL*Temp
Vel*Temp

-4,670E-05

8,846E-06
-0,0002

-1,392E-05

-0,0003

-8,333E-05

0,725
0,812
0,649
0,687
0,536
0,606

0,0001
3,674E-05
0,0006
3,411E-05
0,0005
0,0001

-0,0003
-6,715E-05
-0,001
-8,450E-05
-0,001
-0,0004

0,0002
8,484E-05
0,0009
5,664E-05
0,0008
0,0002

(continuacao)

-0,356

0,241
-0,461
-0,408
-0,628
-0,523

* p<0,05 *Resultados arredondados Concentragio de sacarose. "Concentragio de peptona.
°Concentracéo de extrato de levedura. “Velocidade de agitagio. ‘Temperatura de incubagio.

Tabela 14 - Resultados” da ANOVA do modelo de Box-Behnken aplicado para producio
de biomassa de S. cerevisiae LL83.

(continua)
Fonte Soma dos Quadrado F F Signif. Graus de
quadrados médio liberdade

Regressao 0,552 0,027 3,783 0,001 20

Residuos 0,175 0,007 24

Falta de ajuste 0,169 0,008 5,628 0,052 20

Erro puro 0,006 0,001 4

Total 0,728 44
Efeito Valor-p  Erro padréo Limite Limite  Estatisticat

inferior superior

Média -19,61 8,791E-05 4,168 -28,21 -11,01 -4,705
Sac? -0,007 0,769 0,025 -0,059 0,044 -0,296
Pep® -0,018 0,635 0,038 -0,097 0,060 -0,481
ExL® 0,021 0,548 0,035 -0,051 0,095 0,609
Veld 0,007 0,468 0,010 -0,013 0,028 0,737
Temp® 1,209  1,757E-05" 0,226 0,742 1,676 5,341
Sac*Sac -0,0001 0,033"  7,489E-05 -0,0003 -1,392E-05 -2,250
Pep*Pep -0,0003 0,077 0,0001 -0,0006  3,852E-05 -1,847
EXL*ExL -0,0006 0,0002" 0,0001 -0,0009 -0,0003 -4,228
Vel*Vel 1,238E-06 0,919 1,198E-05  -2,349E-05 2,597E-05 0,103
Temp*Temp -0,017  2,187E-05" 0,003 -0,024 -0,010 -5,254
Sac*Pep 3,461E-05 0,835 0,0001 -0,0003 0,0003 0,211
Sac*ExL 0,0003 0,025" 0,0001 4,934E-05 0,0006 2,387
Sac*Vel 1,925E-05 0,656 4,272E-05  -6,893E-05 0,0001 0,451
Sac*Temp 0,0002 0,682 0,0007 -0,001 0,001 0,415
Pep*ExL 0,0002 0,358 0,0002 -0,0002 0,0007 0,936
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Tabela 14 - Resultados” da ANOVA do modelo de Box-Behnken aplicado para produgio
de biomassa de S. cerevisiae LL83.
(continuacao)

Pep*Vel 6,538E-06 0,922 6,573E-05 -0,0001 0,0001 0,099
Pep*Temp 0,0006 0,549 0,001 -0,001 0,002 0,609
ExL*Vel -1,071E-06 0,986 6,103E-05 -0,0001 0,0001 -0,017
ExL*Temp -0,0003 0,703 0,001 -0,002 0,00171 -0,386
Vel*Temp -0,0002 0,386 0,0002 -0,0008 0,0003 -0,884

* p<0,05 *Resultados arredondados 2Concentracdo de sacarose. °Concentracdo de peptona.
°Concentragéo de extrato de levedura. “Velocidade de agitacdo. *Temperatura de incubagao.

Uma das formas de avaliar a qualidade do ajuste do modelo € pelo coeficiente de
determinacdo R2. Basicamente, esse coeficiente indica quanto o modelo foi capaz de
explicar os dados coletados. O coeficiente € definido como a razdo entre a soma de
quadrados da regressdo e a soma de quadrados total. O R? é, portanto, uma medida
descritiva da qualidade do ajuste obtido. Em geral, referimo-nos ao R? como a quantidade
de variabilidade nos dados que é explicada pelo modelo de regressédo ajustado. Os valores
Rzforam 0,815 e 0,759 para LL74 e LL83, respectivamente. O que indica que, para LL74,
0 modelo explica mais que 81% dos dados experimentais e para a LL83, mais que 75%.
O R2 ajustado corrige esse valor para o tamanho da amostra e para a quantidade de termos
do modelo; com isso, o valor do R? ajustado vai para 0,654 (65%) e 0,558 (55%) para
LL74 e LL83, respectivamente, demonstrando que, ainda assim, o modelo possui uma
boa correlagéo entre os valores observados e os valores previstos.

Os desenhos de Box-Behnken geralmente sdo mais eficientes em termos de
namero minimo de area de execucao requerida, quando comparados com o CCD. Isso se
da porque pontos de resposta do modelo BBD sempre estdo dentro de um limite de
operagao seguro, ou seja, dentro dos niveis altos e baixos nominais, ndo contendo nenhum
ponto de resposta nos vértices da regido cubica. Isso pode ser vantajoso quando as
combinacBes de niveis dos fatores sdo invidveis ou impossiveis de testar
experimentalmente (ANUAR et al., 2013).

Podemos observar que para a cepa LL74 houve diferenca estatistica significativa
(p<0,05) na variavel temperatura (efeitos linear e quadréatico), ao passo que na cepa LL83
observamos diferenca estatistica nas variaveis sacarose (efeito quadratico), extrato de
levedura (efeito quadratico) e temperatura (efeitos linear e quadratico). Também foi
observado efeito significativo da interacdo sacarose e extrato de levedura, e o valor para
esta estimativa se mostrou positivo, portanto, quanto maior for o aumento nos niveis
destas variaveis, maior serd a resposta em produc¢é@o de biomassa.

O modelo PB avalia a interacdo de cada uma das varidveis separadamente,
enquanto o modelo BBD avalia também a interacdo entre diferentes variaveis, 0 que
justifica encontrar diferenca estatistica em variaveis diferentes quando comparamos 0s
modelos PB e BBD (BOX et al., 2005; RODRIGUES; IEMMA, 2009). Cabe lembrar que
o modelo PB funciona apenas para selecionar a variavel a ser utilizada e, caso ndo
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apresente diferenca estatistica, seus valores minimos e maximos podem ser ajustados para
melhor atender ao modelo, em vez de ser apenas descartada.

Em seguida foram realizados os estudos de superficie de resposta, que consistem
em fornecer graficos de contorno que ilustram a forma pela qual os fatores influenciam a
variavel resposta. As técnicas de superficie de resposta sdo ferramentas matematicas
muito Uteis quando estamos interessados na otimizagdo de um processo em que temos a
influéncia de varios fatores em uma variavel resposta, ou seja, 0s modelos de superficie
de resposta podem ser explorados para determinar condi¢Ges 6timas para trabalhar. Nas
Figuras 6 e 7 temos as representacGes graficas das interacfes das varidveis sobre o
crescimento das leveduras S. cerevisiae LL74 e LL83, respectivamente.

Figura 6 - Graficos de superficie de resposta dos efeitos das variaveis sobre o crescimento

de S. cerevisiae LL74.
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Figura 6 - Graficos de superficie de resposta dos efeitos das variaveis sobre o crescimento
de S. cerevisiae LL74.

(continuacao)
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Figura 7 - Graficos de superficie de resposta dos efeitos das variaveis sobre o crescimento
de S. cerevisiae LL83.
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Figura 7 - Graficos de superficie de resposta dos efeitos das variaveis sobre o crescimento
de S. cerevisiae LL83.
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Observando a tendéncia dos graficos, podemos notar que a cepa LL74 apresenta-
se de forma mais plana, o que indica que sua resposta de interagdo entre as variaveis se
da por uma reta com a resposta obedecendo a um padréo linear, ou seja, a0 aumentar a
variavel aumenta ou diminui a resposta, ao passo que a cepa LL83 apresenta graficos mais
curvilineos, o que indica que a resposta da interacdo entre as variaveis obedece a uma
curva, portanto a resposta maxima apresenta-se em um pico da curva e nao
necessariamente aumentando a variavel consequentemente aumenta a resposta.

Para cada cepa foi calculada a condicdo otimizada para a resposta maxima (maior
DO possivel = maior producdo de biomassa possivel), como podemos ver nas Figuras 8
e9.
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Figura 8 - Graficos de otimizacéo das variaveis para S. cerevisiae LL74.
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Figura 9 - Graficos de otimizacéo das variaveis para S. cerevisiae LL83.
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Analisando os graficos das cepas LL74 e LL83, podemos observar que a maior
resposta calculada estd representada pela linha tracejada azul na reta ou curva das
respostas do crescimento. De acordo com o grafico de cada variavel, o ponto de
intercessao é representado pela linha vermelha, demostrando o valor em que é esperada a
méaxima producdo de biomassa. Para cada uma das leveduras, 0 meio em condicao 6tima,
de acordo com o célculo BBD, esta descrito na Tabela 13.

Tabela 13 - Condicdes 6timas para producdo de biomassa das cepas S. cerevisiae LL74
e LL83.

Cepa Sacarose Peptona Extrato de Velocidade  Temperatura
(o/L) (g/L) levedura de agitacdo  de incubacéo
(9/L) (rpm) (°C)
LL74 10 4 2 200 34,18
LL83 44,4 17,64 21,96 200 33,58

Como pode ser observado, a cepa LL74 apresentou condicdes de meio otimizado
com menores concentra¢es dos insumos quando comparada a cepa LL83. N&o havendo
grande diferenca na condicdo de velocidade de agitacdo e temperatura de incubacao entre
as mesmas.

A composicdo do caldo YPD comumente utilizado para o crescimento de
leveduras é 10 g-L ™t extrato de levedura, 20 g-L™ peptona de carne e 20 g-L ! dextrose. Ao
usarmos 0 modelo BBD para otimizar a producdo de biomassa, observamos que para a
levedura LL74, a condicdo otimizada requer metade da quantidade de fonte de carbono,
e apenas 20% da quantidade de peptona e extrato de levedura quando comparada ao meio
YPD, representando uma economia de 50% na quantidade de fonte de carbono e de 80%
na quantidade de peptona e extrato de levedura para sua producdo. J& para a levedura
LL83, a quantidade por litro da fonte de carbono necessaria para a mesma alcancar seu
crescimento 6timo foi 112% maior quando comparada ao meio YPD. Ja a quantidade de
peptona foi similar e a varidvel extrato de levedura apresentou um aumento de 119,6%
quando comparada ao meio YPD.

5.3 Crescimento das leveduras em meio otimizado

Ap0s estabelecer a composicdo de meio e condicdo de incubacgdo 6timas de cada
cepa (LL74 e LL83), as cepas foram incubadas por 24 horas, sendo coletadas aliquotas a
cada quatro horas e medigcdo em espectrofotdmetro a 640 nm para construcdo das curvas
de crescimento e comparagdo com o crescimento das mesmas em caldo YPD (meio ndo
otimizado). Na Tabela 16 observamos os resultados das médias das triplicatas dos valores
de DO nos tempos TO, T4, T8, T12, T16, T20 e T24 das leveduras em condigéo otimizada
de acordo com o0 modelo BBD e em caldo YPD incubadas a 30°C e 150 rpm.

Embora a utilizacdo dos experimentos de primeira ordem, como o PB, e de
segunda ordem, como BBD e RSM, pode ser importante para a determinagéo de fatores
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e niveis que resultem em maior producao de biomassa, 0 que viabiliza seu processo de
industrializag&o para uso como probidtico e/ou adsorvente de micotoxinas, 0 mesmo deve
ser economicamente viavel e de facil aplicacdo industrial de forma a gerar lucro, além de
conservar a viabilidade e estabilidade das células e suas propriedades probidticas
(TERRAZAS, 2012).

Tabela 14 - Valores médios” das curvas de crescimento de S. cerevisiae LL74 e LL83 em
condicéo otimizada e em caldo YPD convencional.
Cepas T4 T8 T12 T16 T20 T24

LL74 Otm 0,383 1,249A 1543% 15914 1,5569” 16227
LL74 YPD 0,3008 1,115 14358 1464® 11,3828 1417°
LL83 Otm 0,283* 1,353* 14794 1496 1,507 1,501

LL83 YPD 0,2348 12008 12828 1324® 1473% 1412®
Otm: meio em condicdo otimizada; YPD: extrato de levedura, peptona, dextrose.

#Valores médios das medi¢des de DO a 640 nm.

AMédias com mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem pelo teste t (p>0,05).

Em ambas as cepas notamos que houve um aumento na DO, o que indica um
aumento na producao de biomassa ao longo do tempo nos meios em condicéo otimizada
e em YPD. Notamos também que a DO no meio otimizado de ambas as cepas foi
significativamente maior (p<0,05) quando em comparag¢do com o meio YPD padrao.

O crescimento foi 14,5% e 6,3% maior, respectivamente para as leveduras LL74
e LL83, provando que a otimizacdo estatistica usando o modelo de triagem PB e
otimizacdo BBD aumentaram a producdo de biomassa. A maior diferenca de crescimento
para a levedura LL83 foi no tempo T12, onde a mesma apresentou 15,4% a mais de
biomassa em meio otimizado quando comparada ao crescimento no mesmo tempo em
meio YPD. Em seus estudos, Terrazas (2012) aumentou a producdo de biomassa de
Pichia pastoris usando os mesmos modelos. Em um experimento semelhante, Dogi et al.
(2017) também obtiveram aumento da producéo de biomassa de uma cepa de S. cerevisiae
utilizando triagem de variaveis por meio de PB e BBD.

Em um estudo utilizando residuos industriais, Pereyra et al. (2018), aumentou a
producdo de biomassa de S cerevisiae em 112,5% quando comparado ao meio néo
otimizado, o que permitiu uma produtividade até nove vezes maior que a inicial, provando
que a utilizacdo de modelagem matematica € eficiente para a sele¢do das variaveis mais
significativas e com isso, otimizar a producdo obtendo maior quantidade de biomassa de
forma mais econdmica e em menor tempo.

No presente estudo, a LL74 apresentou valores de pmax e ty Mmaiores que a LL83,
indicando maior producdo em menor quantidade de tempo. Quando comparamos as
condicBes Otimas das varidveis para meio de cultura (sacarose, peptona e extrato de
levedura) entre as cepas estudadas, notamos que as quantidades requeridas sdo bem
menores para a cepa LL74 gerando economia de até 80% quando comparada ao meio
padrédo YPD e apresentando um aumento de 14,5% na producédo de biomassa. Ao passo
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que, mesmo apresentando aumento de 6,3% na producdo de biomassa, a levedura LL83
requereu uma quantidade de insumos para sua producdo 6tima de biomassa até 119%
maior quando comparado ao meio padrdo YPD.
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6. CONCLUSOES

A utilizacdo do planejamento de experimentos (DOE), em escala laboratorial,
permite a obtencdo de resultados mais rapidos, com menor custo e com precisao
estatistica na resposta.

Houve correlacdo entre diferentes metodologias de quantificacdo de crescimento
de Saccharomyces cerevisiae: DO (medicdo indireta) e UFC (logio) (medicdo direta),
indicando ser possivel mensurar o valor de UFC a partir das leituras de valores da DO, o
que simplifica e agiliza os processos.

O delineamento de Plackett-Burman se mostrou adequado para triagem e selecédo
de variaveis de interesse para maior producdo de biomassa de Saccharomyces cerevisiae.

A modelagem estatistica, atraveés do delineamento Box-Behnken e metodologia
de superficie de respostas, se mostraram eficientes para otimizacdo da producdo de
biomassa de linhagens de Saccharomyces cerevisiae, melhorando estatisticamente o
processo produtivo quando comparado as condi¢Ges padrdo descritas na literatura.

A cepa Saccharomyces cerevisiae LL74 se mostrou mais eficiente que a cepa
Saccharomyces cerevisiae LL83, por produzir maior quantidade de biomassa utilizando
menos insumos para sua producdo, sendo considerada mais economicamente viavel para
a producao industrial.
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