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RESUMO

Propbs-se desenvolver um bioprocesso para a obtencdo de biomassa de levedura
(Saccharomyces cerevisiae), tendo alto teor de selénio intracelular. Os experimentos
foram realizados em frascos de erlenmeyer de 250 ml, cultivados a 30 °C em
incubador “shaker” com agitacdo de 120 rpm e tempo de fermentacédo de 23 horas.
Foram aplicados dois delineamentos fatoriais fracionarios com trés niveis (3*>*) com
trés pontos centrais para a otimiza¢do do meio de crescimento, tendo como variavel
dependente a biomassa celular produzida. Com a definicho da composicao
nutricional do meio, foi realizada uma cinética de crescimento para se conhecer a
fase de crescimento exponencial. A seguir foi realizado um delineamento fatorial
completo 3%° para avaliar a influéncia da concentracdo do selenito de sédio (10, 25 e
40 mg/l) e a relacdo C:N (20:1, 60:1 e 100:1) em relacéo as variaveis dependentes,
selénio organico intracelular e selénio organico total incorporado na biomassa de
levedura. A determinacdo do teor de selénio contido na biomassa celular foi
realizada através da espectrofotometria de absor¢cdo atdmica com geracdo de
hidreto. Para a determinacédo da quantidade de Se que estava na forma inorganica,
isto é, Se*" e Se®, fez-se uma oxidacdo destrutiva da biomassa com HNO; e
seguida de uma reducéo por HCI. Foi possivel determinar o teor de selénio orgéanico,
Se”, por diferenca, ap6s oxidacdo destrutiva da biomassa por HNOs + H,0, 30%
(para destruicdo de compostos organicos) e em seguida uma reducéo por HCI. O
melhor resultado foi obtido com um meio de cultura contendo 25 mg/l de selenito de
sédio e relagdo C:N igual a 100:1, resultando na produgdo de uma biomassa
contendo 360,62 ppm de selénio orgéanico. O resultado da superficie de resposta do
delineamento para a variavel dependente selénio total incorporado na biomassa,
forneceu um modelo linear como uma relacéo diretamente proporcional a quantidade

de selenito de sodio adicionado no meio de crescimento.

Palavras-chave: Levedura, selenito de sodio, selénio, Saccharomyces cerevisiae,

fermentacao.



ABSTRACT

The development of a bioprocess for the production of yeast biomass
(Saccharomyces cerevisiae), which has a high intracellular, organically bound,
assimilable selenium content, was proposed. The experiments were performed in
250 ml erlenmeyer flasks, cultivated at 30 °C in incubators ("shakers”) with 120 rpm
agitation. Two fractional factorial designs at 3 levels (3** designs) with three center
points for optimization of the growth medium had been applied, having as dependent
variable the biomass production. After the nutrients for the growth medium were
defined, a growth kinetic was carried out to determine the exponential growth phase.
After that, a complete factorial design at 3 levels (3% designs) was conducted in
order to evaluate the influence of the sodium selenite concentration (10, 25 and 40
mg/l) and C:N relation (20:1, 60:1 and 100:1) in relation to the dependent variables
intracellular organic selenium and incorporated total organic selenium in the yeast
biomass. The determination of selenium content in the cellular biomass was
accomplished through the utilization of an Atomic absorption spectrometry system
with hydride-generation. For the determination of the amount of Se that was in the
inorganic form, that is, Se*" and Se®, it was done a destructive oxidation of the
biomass with HNO3 followed by a reduction with HCIl. The content of the organic
selenium, Se?, was determined by difference, after destructive oxidation of the
biomass with HNO3; + H,O, 30% (for destruction of organic compounds) followed by
a reduction with HCI. The best result was obtained with a culture medium containing
25 mg/l of sodium selenite and C:N ratio of 100:1, resulting in the production of
biomass with 360,62 ppm of organic selenium. The response surface model,
obtained from the design for the total incorporated selenium in the biomass, showed
a linear response with a proportional direct relation to the amount of sodium selenite

added to the growth medium.

Keywords: Yeast, sodium selenite, selenium, Saccharomyces cerevisiae,

fermentation.
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1 INTRODUCAO

Muitos processos tém sido estudados visando a producdo de biomassa
microbiana de alto valor protéico a partir de uma fonte de carbono organica e
nitrogénio inorganico. Essa biomassa pode ser usada em géneros alimenticios
humanos ou racdo animal para substituir fontes tradicionais de plantas e animais
(REHM et al., 1995).

Dentre esses microorganismos destacam-se as leveduras, como a
Saccharomyces cerevisiae, que é usada tradicionalmente na fabricacdo de péo e
bebida ha milhares de anos. O uso de biomassa de levedura, devido ao seu valor
nutricional, foi iniciado pelos alemé&es no fim da Primeira Guerra Mundial (REHM et
al., 1995).

A biomassa de levedura tem sido utilizada também como fonte de
micronutrientes, em especial de selénio. Suplementacéo de selénio organico tem se
tornado popular, sobretudo nos dltimos anos. Em comparagdo com as plantas, como
fontes de selénio, a biomassa de levedura apresenta maior teor de proteina,
consequentemente, mais selénio pode ser incorporado, devido a substituicdo do
enxofre participante na formacéo da proteina (DE LEON et al., 2002).

O selénio organico € um microelemento essencial para animais e humanos.
O papel essencial do selénio como um nutriente € devido a sua associacdo com o
sitio ativo da enzima glutationa peroxidase. Esta enzima e a vitamina E sdo co-
participantes em um processo natural de detoxificacdo celular. A vitamina E atua
como uma armadilha de radicais livres e previne a formacao de hidroperédxidos de
lipidios nas membranas celulares. O selénio na forma de glutationa peroxidase,
reage com os hidroperoxidos de lipidios toxicos formados devido aos radicais livres
gue escapam da armadilha da vitamina E, e produzem alcoois de lipidios ndo téxicos
(VINSON, 1998).

Enfermidades associadas com deficiéncia em Se tém sido um sério
problema em animais de criacdo em muitas partes do mundo. O elemento é
necessario para o crescimento e fertilidade dos animais e para a prevencao de
véarias condi¢cdes morbidas caracteristicas, algumas das quais respondem também,
em certa medida, a terapia com a vitamina E, quais sejam: necrose hepatica dos

ratos e suinos, fibrose pancreatica das aves, hepatose dietética e microangiopatia
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dos suinos, e distrofia muscular (doenca do musculo branco) em cordeiros, bezerros,
potros e outras espécies de animais (TINGGI, 2003).

A Administragéo de Substancias Medicinais e Alimentos dos Estados Unidos
(FDA) aprovou o selenito de sédio e selenato de sodio para suplementacdo em 0,3
ppm de Se em alimentacdo animal. Entretanto, foi descoberto que selénio inorganico
pode ndo ser tdo biodisponivel quanto o selénio organico e, além disso, a retencao
de selénio organico é maior que a do selénio inorganico (DEMIRCI et al., 1999).

Para a producdo de biomassa de levedura comestivel, contendo selénio,
apropriada para consumo animal, desenvolveu-se um processo visando a producao

de biomassa de levedura rica em selénio intracelular, na forma de selénio organico.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 SELENIO

O Se foi descoberto em 1817 pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius,
qguando este analisava um deposito vermelho na parede de camaras de chumbo,
usadas na producdo de acido sulfarico. Berzelius deu-lhe um nome derivado do
grego oceinvn (selene), a lua, devido a sua semelhanca com o teldrio, descoberto
poucos anos antes, e cujo nome deriva da palavra terra (MELLOR, 1955). O Se é
classificado como um metaldide que se situa entre o enxofre e o telario no grupo VI
A e entre o arsénio e bromo no 4° Periodo da tabela periddica (TINGGI, 2003).

O Se assemelha-se muito ao enxofre nas propriedades quimicas com
respeito ao tamanho atdomico, energia de ligacdo, potencial de ionizacéo e afinidade
eletrénica (Tabela 1). A principal diferenca entre estes dois elementos € que o0 Se
existe na forma tetravalente reduzida, enquanto que o enxofre ocorre na forma
tetravalente oxidada (TINGGI, 2003).

TABELA 1 - PROPRIEDADES FiSICAS DO ENXOFRE E SELENIO

Elemento Raio Raio 1% energia  Eletronegatividade P.F. P.E.
covalente  ibnico M*  de ionizacdo de Pauling (°C) (°C)
(A (A (KImol™)
S 1,04 1,84 999 2,5 114 445
Se 1,14 1,98 941 2,4 121 685

Os valores para os raios covalentes se referem a coordenacao dois.
FONTE: LEE, 1999.

Enquanto que o oxigénio e o enxofre possuem somente elétrons s e p, 0
selénio segue logo apds a primeira série de transicdo e também possui elétrons d. O
preenchimento do nivel 3d influencia as propriedades do Se. Os &tomos sao maiores
e 0s elétrons estdo mais firmemente ligados ao nucleo. Por isso 0 Se é oxidado com
maior dificuldade ao estado de oxidacdo mais elevado (+VI) em contraste com o
enxofre. O HNOj3 consegue oxidar o Se até o estado +IV, formando o H,SeO; (LEE,
1999). Na Tabela 2 pode ser vista a configuracdo eletrbnica e os estados de
oxidacgdo do selénio e enxofre, como também a abundéancia dos elementos na crosta

terrestre em peso, e a posicao que os elementos ocupam em ordem de abundancia.
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O Se é moderadamente reativo e queima ao ar formando dioxidos. Ele se
combina diretamente com a maioria dos elementos, tanto metais como néo-metais,
embora com menor facilidade que o oxigénio. Como esperado no caso de elementos
nao-metalicos, o Se ndo é atacado por acidos, exceto por aqueles que sdo também
agentes oxidantes (LEE, 1999).

TABELA 2 - CONFI@URA(;AO ELETRONICA, ESTADOS DE OXIDAGCAO E A
ABUNDANCIA DO S E Se NA CROSTA TERRESTRE, EM PESO

Elemento Configuracao Estadosde ppm Abundancia relativa
eletrbnica oxidacao*
S 3s°3p* -II (1) IV VI 340 16°
Se 3d* 452 4p* -IT (I IV VI 0,05 68°

* Os estados de oxidacdo mais importante (geralmente os mais abundantes e
estaveis) sdo mostrados em negrito. Outros estados bem caracterizados, mas menos
importantes sdo mostrados em tipos normais. Estados de oxidacao instaveis, ou de
existéncia duvidosa, sdo mostrados entre parénteses.

FONTE: LEE, 1999.

O selénio forma dois oxiacidos: o acido selenioso, H,SeOs, e 0 &acido
selénico, H,SeO4. Quando o acido selenioso é refluxado com H,O,, ele é convertido
em &cido selénico. O H,SeO, é tdo forte quanto o H,SO,4 e 0s selenatos sao
isomorfos como os sulfatos. Tanto o H,SeO3; como o H,SeO, sédo agentes oxidantes
moderadamente fortes (LEE, 1999).

2.1.1 Distribuicdo Geogréfica do Selénio

O selénio ocupa o 68° lugar em abundancia na natureza, dentre os 98
elementos na crosta terrestre (Tabela 2). O Se esta presente em todos os
compartimentos do meio ambiente e ele ocorre principalmente sob estados de
oxidacao: (-11), (0), (IV) e (VI) (GILON et al., 1996).

No processo evolutivo da Terra, incorporou-se ao solo vindo dos magmas e
gases vulcanicos, porém, apos o degelo da Era Glacial, este semimetal e o iodo
foram carreados de algumas areas do globo terrestre. Portanto, a distribuicdo do
selénio na natureza € heterogénea, de acordo com o registro de varios autores. O
selénio aparece em todos os solos, em pequenas ou grandes concentracdes, que
variam de menos de 0,1ug/g em algumas areas até 1 mg/g em outras. Com excecao

de solos muito pobres em selénio e os seleniferos, em geral os solos contém entre



5

1,0 e 1,5 ug/g deste nutriente. Solos com menos de 0,05 ug/g de selénio propiciam
dietas com concentracbes menores que 0,1 ug/g, e em geral provocam deficiéncia
neste elemento. Por outro lado, solos com mais de 5 pg/g de selénio contribuem
com dietas que promovem a intoxicacdo por este elemento. A concentracdo de
selénio encontrada nos solos € dependente de fatores geoquimicos, especialmente

0 pH e a natureza da rocha originaria dos solos (Figura 1) (COZZOLINO, 2005).

FIGURA 1 - INFLUENCI@ DOS FATORES GEOQUIMICOS SOBRE A
CONCENTRACAO DE SE NOS SOLOS E NOS ALIMENTOS

Enquanto rochas ricas em granito e basalto sdo pobres em selénio, rochas

vulcanicas incandescentes, calcarias, de carvdo e de pirita sdo ricas neste
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semimetal. Presume-se que cerca de 45 a 77% do selénio existente na superficie da
terra provém dos oceanos e deposita-se na terra por via Umida ou seca, através dos
gases dimetilseleneto e dimetilselenilsulfito produzidos sazonalmente por alguns
fitoplanctons, em especial os das bactérias Coccolithophorid; por isso éareas
proximas de oceanos possuem solos com maior concentracdo de selénio. Além da
guantidade deste, € importante também considerar as caracteristicas fisico-quimicas
do solo que influenciam na biodisponibilidade do selénio para plantas e animais. Em
geral nos solos &cidos, o selénio estd como selénio elementar (0), seleneto (-2), e
selenito (+4), que sdo menos sollveis e assimilaveis; ao passo que terras alcalinas
tém mais selenato (+6), mais solluvel e assimilavel pelas plantas (COZZOLINO,
2005).

Em torno do mundo, existem as regides que sdo tdo pobres de Se, que as
sindromes de deficiéncia sdo endémicas, estas regides incluem: as regides aridas
da Australia, nordeste da China, norte da Coréia do Norte, centro sul da China,
Nepal e Tibete. A Africa central, particularmente a republica democréatica do Congo,
tem sobreposicao de deficiéncias similares, pois a sua dieta é derivada quase que
inteiramente dos alimentos locais, com pouca ou nenhuma importacdo de alimentos
de outras areas (TAPIERO et al., 2003).

2.1.2 Fontes de Selénio

O homem obtém selénio por meio de alimentos, suplementos, agua e ar.
Porém, a principal fonte € a alimentacdo. A quantidade de selénio contida em
alimentos, agua e ar refletem a concentracdo de selénio no solo, portanto pode ser
muito heterogénea em um mesmo tipo de alimento se este for proveniente de areas
diferentes (COZZOLINO, 2005). Em algumas regifes da China foi mostrado que o
consumo de Se por pessoas que vivem em areas de solo pobre em Se é
significativamente menor que o daquelas que vivem em &reas de solo rico em
selénio. Consumos elevados de Se foram reportados na Venezuela e Dakota do Sul,
EUA, os quais refletem os altos niveis de Se no solos e produtos agricolas das
regides (TINGGI, 2003). Além da distribuicdo geogréafica do selénio no solo e, em

consequéncia, no alimento, a quantidade normalmente ingerida por um individuo
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ainda dependera dos habitos alimentares e da associacao entre o fator econdmico e
a concentracao de selénio na dieta (Tabela 3) (COZZOLINO, 2005).

O selénio entra geralmente na cadeia alimentar através das plantas que o
absorvem, na forma de selenito e selenato inorgénico. O selénio entra na planta
sendo assimilado pela via do enxofre (S). O enxofre, que € comum em solos, é
absorvido nas plantas e incorporado nos aminoacidos L-metionina, L-cisteina, e L-
cistina. Estes aminoacidos sdo entédo, utilizados pelas plantas como componentes
normais de proteinas. Nos alliums e brassicas, estes aminoacidos contendo enxofre
sao convertidos também em fitoquimicos altamente ativos. Quando quantidades
adequadas de selénio estdo disponiveis no solo, especialmente em solos alcalinos,
0 selénio é entdo consumido e incorporado principalmente em selenometionina (Se-
Met), selenocistationa, Se-metilselenocisteina, e pequenas quantidades de
selenocisteina (IRION, 1998). A Se-Met pode ser considerada mais que 50% do total
de selénio contido nas plantas, enquanto a selenocistina (Se-Cis), metil-Se-Cis e vy-
glutamil-Se-metil-cis ndo sao significantemente incorporadas nas proteinas das
plantas, e estdo presentes em niveis relativamente baixos, independente do
conteudo de selénio no solo (TAPIERO et al., 2003).

Para a maioria das plantas, o selénio pode verdadeiramente ser toxico, visto
que plantas ndo acumuladoras de selénio tendem a incorporar aminoacidos
contendo selénio em suas proteinas. Estas proteinas contém diferentes formas
geométricas em relacdo aos formatos das proteinas normais, que tipicamente
contém aminodcidos de enxofre. Plantas seleniferas tais como as alliums e
brassicas mostram poucos sinais de toxicidade de selénio, visto que elas convertem
poucos aminoacidos de selénio em proteina. Ao invés disso, esses aminoacidos
permanecem no citoplasma onde eles podem ser utilizados na produgédo de varios
fitoquimicos (IRION, 1998).

2.1.2.1 Selénio nos alimentos e nas dietas

A Tabela 3 apresenta o teor de selénio em um grupo de alimentos que
compde a cesta basica da populacdo brasileira. A inclusdo da castanha-do-para
nessa tabela deveu-se ao fato deste alimento ser o mais rico em selénio
(COZZOLINO, 2005).
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TABELA 3 - QUANTIDADE DE SELENIO NOS ALIMENTOS MAIS CONSUMIDOS
PELOS BRASILEIROS (EXCETO CASTANHA-DO-PARA)

Alimentos Se (ug/g) Alimentos Se (ng/9)
AbdGbora n* Frango cozido s/pele 0,07
Acucar trx Fuba n*
Alface 0,01 Laranja 0,01
Alho 0,02 Leite integral 0,01
Arroz 0,04 Leite em po 0,03
Banana 0,01 Lingtiica 0,07
Batata 0,01 Macarréo 0,01
Bolacha doce 0,04 Margarina tr*
Café trex Massa de tomate trex
Carne bovina de primeira 0,02 Oleo tr**
Carne bovina s/osso cozida 0,03 Ovo (clara) 0,06
Carne suina cozida n* Ovo (gema) 0,20
Castanha-do-para 40 Pao de forma 0,25
Cebola 0,01 Pao francés 0,25
Cenoura 0,01 Queijo 0,06
Farinha de mandioca n* Repolho 0,02
Farinha de trigo 0,42 Sal n**
Feijdo 0,03 Tomate tr*

* n — ndo analisado ** tr — tragos
FONTE: COZZOLINO, 2005.

A Tabela 4 mostra o teor de Se em espécies marinhas do litoral brasileiro.

TABELA 4 - QUANTIDADE DE SELENIO EM ALGUNS ALIMENTOS DE ORIGEM
MARINHA COMERCIALIZADOS NO BRASIL

Alimento Se (ug/g)
Truta (crua) 1,2425
Sashimi de atum 0,8000
Sashimi de salméo 0,4500
Salmao defumado 0,5410
Polvo (cru) 0,7500
Ostra (cozida) 0,7160
Ostra (crua) 0,6370
Lagosta 0,7900
Caviar 1,4000
Bacalhau seco 1,3100
Atum cru 0,8000

FONTE: PHILIPPI, 2002.

Em um estudo que comparou as concentracdes de selénio de uma dieta em

Manaus, Mato Grosso e Santa Catarina, encontrou-se neste Ultimo estado, em

dietas de um grupo de menor poder aquisitivo, ingestdo média de 52 ug/dia de

selénio, ao passo que no grupo de maior poder aquisitivo a ingestdo média deste

mineral foi de 139 ng/dia. Poucos dados foram publicados sobre ingestédo de selénio
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nos diversos estados brasileiros, os existentes foram listados na Tabela 5
(COZZOLINO, 2005).

TABELA 5 - CONCENTRACAO MEDIA DE SELENIO NA DIETA DE DIFERENTES
ESTADOS BRASILEIROS

Estado Concentracdo média de
Se (ng/dia)
Manaus 94,5
Mato Grosso 19
*Santa Catarina, | e Il 52 a 139
Sao Paulo 18

* | e Il — grupo de menor e maior poder aquisitivo.
FONTE: (COZZOLINO, 2005)

Em um projeto de 1985 até 1991 da FAO, aos cuidados da Agéncia
Internacional de Energia Atomica (IAEA), foi proposto um levantamento de dados
sobre o0 consumo de nutrientes nos diversos paises, para a obtencéo de informacdes
comparativas sobre a média de ingestdo dos mais importantes elementos-traco para
a nutricdo humana. Nesse levantamento incluiu-se o selénio. Foram coletados dados
referentes a diferentes paises: Austrdlia, Brasil, Canadd, Ira, China, Italia, Japéo,
Holanda, Noruega, Portugal, Espanha, Suddo, Suécia, Suica, Tailandia, Turquia e
Estados Unidos. Todos estes paises foram estudados e 13 resultaram em valores
publicados sobre a ingestdo diaria de selénio, conforme mostra a Tabela 6
(COZZOLINO, 2005).

TABELA 6 - CONCENTRACAO DE SELENIO NA DIETA DE DIFERENTES PAISES
DE ACORDO COM ESTUDOS DA FAO E DA IAEA

Pais Concentracdo de Se
(ng/dia)
Brasil 60
Finlandia 113
Holanda 67
Ird 60
Italia 49
Japéo 133
Espanha 60
Sudéao 112
Suécia 38
Suica 70
Tailandia 49
Turquia 32
Estados Unidos 98

FONTE: (COZZOLINO, 2005)
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2.1.3 Recomendacdes de Selénio

A Tabela 7 e 8 juntas, trazem as recomendacdes de selénio para todos os
estagios da vida. A necessidade de selénio para criancas de 0 a 12 meses de idade
€ baseada na ingestdo adequada ou Al (Adequate Intake), que reflete a média da
ingestdo desse nutriente observada durante o aleitamento materno exclusivo. Para
todos os demais estadgios da vida, a necessidade de selénio é baseada na
necessidade média estimada (estimated average requirement — EAR) e a RDA, esta
ultima definida como a EAR mais dois desvios-padrdo. A partir dessas informacdes
foi estabelecido as DRIs (dietary reference intakes) de selénio. O critério que
fundamenta o estabelecimento para EAR é a saturacdo esperada para a atividade
da enzima glutationa peroxidase. E, em segundo plano, a recomendacao para evitar

deficiéncia em selénio e prevenir a doenca de Keshan (COZZOLINO, 2005).

TABELA 7 - Al DE Se PARA CRIANCAS DE 0 A1 ANO DE IDADE

Idade Al
(meses) Se pg/dia

0 — 6 meses 15

7 — 12 meses 20

FONTE: IOM, 2001, citado por COZZOLINO, 2005.

TABELA 8 - EAR E RDA DE SELENIO PARA OS ESTAGIOS DA VIDA

Idade EAR RDA
(anos) Se pg/dia  Se pg/dia
1-3 17 20
4-8 23 30
9-13 35 40
> 14 45 55
Gestantes
14 - 50 49 60
Lactantes
14 - 50 59 70

FONTE: IOM, 2001, citado por COZZOLINO, 2005.

O Conselho de Pesquisa Nacional Americano estabeleceu uma
recomendacao nutricional (RDA) de Se para humanos, 55 e 70 pg/dia para homem e
mulher, respectivamente (CARVALHO et al., 2003).
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2.1.4 Limite Superior Toleravel de Ingestdo Relativo ao Selénio

O limite superior toleravel de ingestao (tolerable upper intake level — UL) é
definido como o valor mais alto de ingestédo diaria continuada de um nutriente que
aparentemente ndo oferece nenhum efeito adverso a saude, em quase todos 0s
individuos de um estéagio de vida ou género. O UL ndo deve ser entendido como
recomendacgcdo, mas sim como informagao para o risco da ingestao excessiva de
nutrientes oriunda de suplementacdo, fortificacdo de alimentos e outros. As
informacdes para o selénio sobre os valores do UL nos varios estagios de vida e
género estao citados na Tabela 9. A avaliacdo da dose-resposta que definiu o UL
baseou-se em conceitos da toxicologia referentes aos NOAEL (no observed adverse
effect level), LOAEL (lowest observed effect level) e UF (uncertainty factor). Quando
o UF é igual a 1, significa que o UL é igual ao NOAEL, afirmacdo que advém da
equacado UL = NOAEL/UF (COZZOLINO, 2005).

TABELA 9 - DRI'S RELATIVAS AO SELENIO A PARTIR DE 1 ANO DE IDADE

Idade EAR RDA UL NOAEL LOAEL
(anos)  Se ug/dia Se pg/dia Se pg/dia  Se ug/dia  Se pg/dia
1-3 17 20 90 90 -
4-8 23 30 150 150 -
9-13 35 40 280 280 -

> 14 45 55 400 800 900

FONTE: COZZOLINO, 2005.

2.1.5 A Essencialidade do Selénio

O selénio é essencial e pode ser toxico, dependendo de sua forma
quimica e concentracdo, e tem a banda de tolerdncia mais estreita de todos os
elementos (CHASSAIGNE et al., 2002).

Desde que o Se foi descoberto em 1957 como um elemento traco
essencial na prevencéo de necrose do figado em animais deficientes de vitamina E,
0 interesse na pesquisa do Se tem aumentado consideravelmente, principalmente
na industria pecuaria. Em 1973 o Se foi identificado como sendo um importante
componente da glutationa peroxidase (GSHPXx), a qual é caracterizada como uma

proteina tetramérica com quatro atomos de Se por molécula. Esta GSHPx ajuda no
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mecanismo de defesa intracelular contra danos oxidativos ao evitar a producéo de
espécies de oxigénio ativo. Nos anos 80 descobriram-se outras selenoproteinas que
indicaram que o Se ndo é meramente restrito ao seu papel na atividade antioxidante,
mas ele esta também envolvido em outros multiplos aspectos no metabolismo dos
mamiferos. Mais recentemente, 0 Se mostrou ser um importante componente da
iodotironina desiodinase, uma enzima que é uma selenoproteina, e igualmente como
uma selenoproteina funcional em tioredoxina redutase (TINGGI, 2003). As
desiodinases tipo, I, II e III sdo selenoproteinas envolvidas no crescimento e no
desenvolvimento humano. A deficiéncia em selénio causa um descréscimo de 15 a
20% em T3 e T4 A tipo l-iodotironina 5-desiodinase (IDI) € uma selenoproteina
encontrada principalmente no figado e nos rins, responsavel pela conversdo da
forma inativa do pré-hormdnio tiroxina (T4) que € secretado pela tiredide, na forma
metabolicamente ativa 3,3-5 triiodotironina (T3). Nos casos de deficiéncia em Se, 0
T, estd aumentado no plasma, enquanto o T3 esta reduzido (COZZOLINO, 2005).
Outras funcdes atribuidas ao selénio séo: protecdo contra acdo nociva de metais
pesados e xenobidticos (COZZOLINO, 2005), prevencao de doencas crénicas nao-
transmissiveis, como o0 cancer, e aumento da resisténcia no sistema imunolégico
(TAPIERO, 2003).

2.1.6 Aspectos Fisioldgicos Relativo ao Selénio

2.1.6.1 Absorcéo

Compostos de selénio sdo geralmente muito bem absorvidos pelo ser
humano, todavia essa absorcdo ndo parece estar sob controle homeostatico. A
absorcédo de Se na forma inorganica de selenato € maior que 90% e depende de um
gradiente de Na'K" e ATPase. E comumente absorvido junto com sulfato, entretanto,
uma significativa fracdo do selenato é perdida na urina antes de ser incorporada nos
tecidos. Na forma inorgéanica de selenito sua absor¢éo é maior que 80%, o selenito €
absorvido principalmente no duodeno por difusdo simples e, uma vez absorvido, é
mais bem retido pelo organismo que o selenato. A forma organica, Se-Met, é
absorvida em torno de 95-98% no intestino delgado mediada por um transporte

duplo ativo de sddio e aminoacidos neutros. Pouco se sabe acerca da absorcdo da
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Se-Cis, mas ha evidéncias de que é bem absorvida por um transporte ativo com
aminoacidos basicos. Os nutrientes que faciltam a absorcdo de selénio sao:
presenca de metionina/proteina, vitamina E, A, e C em altas doses e também outros
antioxidantes. Ja os fatores que inibem sua absorcédo sdo: altas doses de enxofre e
metais pesados (COZZOLINO, 2005).

2.1.6.2 Armazenamento

O armazenamento de Se no corpo humano é feito em dois compartimentos.
O primeiro é o Se estocado na forma de Se-Met sobretudo em musculos, eritrocitos,
pancreas, figado, rins, estdmago, cérebro, pele e mucosa gastrintestinal. Essa
reserva depende da ingestdo de Se na forma de Se-Met, e ela esta disponivel para
ser metabolizada primeiro de acordo com o turnover protéico da metionina e
independe da necessidade do organismo para o selénio. O segundo é o estoque de
selénio no figado, na forma de glutationa peroxidase (GSHPx). Quando a dieta
torna-se deficiente em Se e limita a sintese de outras selenoproteinas, esse
compartimento fica sob regulacdo, reduzindo a concentracdo de mMRNA e,

conseglentemente, a sintese da glutationa peroxidase (COZZOLINO, 2005).

2.1.6.3 Metabolismo

Os animais superiores sao incapazes de sintetizar Se-Met e somente a Se-
Cis foi detectado em ratos suplementados com o Se na forma de selenito. (TAPIERO
et al.,, 2003). Somente a Se-Met pode ser incorporada as proteinas corporais, pois
segue a rota metabdlica das proteinas até ser catabolizada pela transulfuracao.
Entretanto, essa rota metabdlica depende do estado nutricional relativo a metionina
e a vitamina Bg para ativar enzimas que desdobrarédo a Se-Met em outros compostos
organicos biologicamente ativos. Isso sugere que a Se-Met ndo é a melhor forma
para a suplementacdo de selénio, uma vez que sua conversdao em formas
biologicamente ativas serd prejudicada toda vez que a dieta for inadequada em
metionina, por aumento de sintese ou catabolismo protéico, como ocorre nos
individuos queimados, em que o selénio que estava ligado a metionina continua

armazenado no musculo, associado a outras proteinas e indispensével para formas
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biologicamente ativas do selénio. A ingestdo dos compostos selenito, selenato e Se-
Cis seguem outra via, sendo aparentemente catabolizados até a forma de seleneto.
Este, por sua vez, pode ser novamente metabolizado para selenofosfato, que € o
precursor de Se-Cis e de outras selenoproteinas (COZZOLINO, 2005).

As vias do metabolismo do Se em animais sao apresentadas na Figura 2
(TINGGI, 2003).

FIGURA 2 - METABOLISMO DO SELENIO EM ANIMAIS

FONTE: TINGGI, 2003.

2.1.6.4 Excrecao

O mecanismo de excrecdo do selénio ainda nado foi completamente
elucidado. O que se sabe até hoje é que os metabdlitos excretados sdo uma forma
do organismo manter a homeostase do selénio corporal. Alguns estudos
demonstraram que a urina é a principal via de excrecdo dele, nas formas
trimetilselenénio, selenito e selenato. Pela respiracdo sdo eliminadas formas
volateis, como monometil e dimetilseleneto. O Se armazenado em cabelos e unhas
também é perdido pelo organismo humano. Lactantes também perdem selénio pelo
leite materno. Finalmente, pelas fezes, € excretado o seleneto, a forma inerte de
selénio, que sera convertida em selenito pelas bactérias do solo, para reintegrar-se
novamente a cadeia alimentar (COZZOLINO, 2005).
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2.1.6.5 Biodisponibilidade

A biodisponibilidade é definida como a propor¢cdo de um nutriente ingerido
que é utilizado para funcdes fisiolégicas normais ou para armazenagem (TAPIERO
et al., 2003). Os fatores que influenciam na biodisponibilidade do selénio sao:
quantidade de selénio consumida; origem alimentar do selénio consumido; interacao
de outros componentes da dieta e de metais pesados com o selénio; eficiéncia da
digestdo; formacdo de compostos absorviveis de selénio; tempo de transito
intestinal; ingestao prévia de outros nutrientes; estado nutricional do organismo em
relacdo ao selénio; e doencas do trato gastrintestinal. A etapa limitante na
determinacdo da biodisponibilidade do Se alimentar ndo parece ser a absorcao,
mas, sim, a conversdao para a forma biologicamente ativa (sua incorporacdo a
glutationa peroxidase ou a 5-desiodinase) nos tecidos (COZZOLINO, 2005).
Complexos de selénio organico e aminoacidos contendo selénio sdo considerados
0s mais biodisponiveis (SUHAJDA, 2000).

2.1.7 Toxicidade do Selénio

O envenenamento por selénio pode ser agudo ou cronico. O agudo
acontece por ingestao acidental ou por tentativa de suicidio com altas doses acima
de 1 g de selénio, ou 22 mg/kg de peso corporal, associado a seus compostos
quimicos. Sintomas de intoxicacdo aguda sdo: graves disturbios gastrintestinais,
gosto metalico na boca, odor de alho exalado pelas vias respiratérias devido ao
dimetilseleneto, distarbios neurolégicos, sindrome de estresse respiratorio, enfarto
do miocardio, e faléncia renal. Algumas necrépsias também revelaram edema
pulmonar grave, necrose do trato gastrointestinal e dos rins, bem como
cardiomiopatia. A intoxicagdo crénica por Se em individuos adultos acontece com
ingestdo maior que 800 ug/dia. Até 0 momento ndo ha nenhum marcador sensivel e
especifico para indicar superexposicdo ao selénio (COZZOLINO, 2005). Os fatores
que influenciam na gravidade e no tempo de aparecimento dos sinais clinicos a
intoxicacdo por selénio sdo: forma quimica e quantidade do elemento consumido,
género, idade, estado de nutricdo e saude do individuo, recidivas de alta ingestao de
selénio e a rota de administracao (TINGGI, 2003).
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2.1.8 Patologias Associadas com a Deficiéncia de Se

A deficiéncia em Se afeta o metabolismo da glutationa (GSH) pelo aumento
de sua sintese e liberacdo no figado, com concomitante aumento de GSH
plasmatica, o qual pode conduzir a um esgotamento de cisteina e danificar as
sinteses de proteinas. A deficiéncia em Se é acompanhada também por uma
diminuicdo na atividade da glutationa peroxidase e resulta em um aumento na
atividade hepética da glutationa-S-transferase (GST). A deficiéncia de Se pode
contribuir para desenvolvimento de enfermidade cardiovascular. A deficiéncia do Se
pode também ter um papel na disfuncéo imunoldgica, e foi associada com a defesa
debilitada contra infec¢@o por enterovirus. A deficiéncia do Se é associada também,
com uma diminuicdo de algumas das isoenzimas do citocromo, P-450. A deficiéncia
de Se afeta a habilidade de um individuo de metabolizar drogas, e pode ser
associada com a toxicidade aumentada de algumas drogas e a eficiéncia diminuida
de outras (TAPIERO et al., 2003).

2.1.8.1 Doencas de Keshan e de Kashin-Beck

A doencga de Keshan ocorre nas areas onde as concentrages de iodo e de
Se no solo, nas fontes de alimentos e no plasma humano sao todas baixas. O
consumo médio de Se, em areas endémicas da doenca de Keshan, foi estimado em
10 pg/d. A doenca é uma cardiomiopatia endémica que aparece em bebés do sexo
feminino, e nas criangas de idade pré-escolar. A doengca de Keshan ocorre com
sintomas de deficiéncia cardiaca congestiva ou menos frequentemente, com a morte
repentina ou ataque de trombose cardiaca difusa. Um virus Coxsackie miocardite foi
associado com a patogénese doenca de Keshan (TAPIERO et al., 2003).

A doenca de Kashin-Beck é uma osteoartropatia endémica e limitada a
areas de deficiéncia combinada dos minerais iodo e Se. Pacientes afetados tém
muito menos soro tiroxina e triiodotironina. Taxas elevadas de tirotropina (TSH) e
menor iodo na urina sdo prognosticadores de ocorréncia da doenca. A doenca é
caracterizada por alargamento de ossos e deformidade de juntas, aparecendo
durante a infancia ou a puberdade, e progredindo até cessar o crescimento.
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Epidemiologicamente, a doenca de Kashin-Beck tem caracteristicas similares as da

de Keshan, mas sua distribuicdo é menos estavel (TAPIERO et al., 2003).

2.1.8.2 Patologias em animais associadas com a deficiéncia do Se

Enfermidades associadas com deficiéncia de Se tem sido um sério problema
na criacdo de animais em muitas partes do mundo. Por exemplo, hepatose dietética,
uma necrose do figado, pode causar a morte de porcos em poucas horas, apos 0s
sintomas aparecerem, e a diatese exudativa pode causar a morte de aves dentro de
uns poucos dias como resultado de edema do tecido corpéreo. A mais comum
enfermidade de deficiéncia de Se é a enfermidade do musculo branco, que é uma
distrofia muscular nutricional. Uma incidéncia alta da enfermidade do mdusculo
branco em ovelhas e bovinos foi reportado na Nova Zelandia e oeste de Oregon,
USA. Esta desordem ocorre particularmente na fase de crescimento do animal
afetando principalmente cordeiros de um a trés meses de idade. Os cordeiros
tornam-se fracos e com dificuldade para se alimentar, e se ocorrer implicacéo
cardiaca, frequentemente o resultado é a morte apressada (TINGGI, 2003). Dentre
as alteracdes produzidas pela deficiéncia dietética de selénio, incluem-se aquelas
gue afetam a esfera reprodutiva. Em aves os efeitos principais sdo sobre a postura e
eclodibilidade dos ovos (SECHINATO, 2003).

2.2 FERMENTACAO

Segundo Ferreira e Sousa (1998), durante centenas de anos, alimentos
fermentados foram produzidos por microorganismos desconhecidos. S6 no século
passado é que os principios da microbiologia comecaram a ser desvendados,
permitindo o isolamento e a cultura individual das espécies. Essas primeiras
aplicacbes de microorganismos selecionados deram origem a biotecnologia das
fermentacdes, possibilitando o desenvolvimento de processos de producdo em
escala comercial.

O meio de fermentacdo é preparado convenientemente para fornecer ao
microorganismo utilizado no processo fermentativo, 0s nutrientes de que necessita

no seu metabolismo. Normalmente o meio deve ser esterilizado com o objetivo de
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eliminar organismos contaminantes indesejaveis. No fermentador, o meio recebe o
indculo, ou seja, a suspensao do microorganismo desejado, ou de seus esporos,
capazes de garantir a fermentacdo do meio com eficiéncia. O processo fermentativo
€ entdo controlado com base nos varios parametros fermentativos, tais como
temperatura, pH, agitacdo, concentracdo de nutrientes, aeracdo, de maneira a
manter no reator as condi¢des ideais ao trabalho do microorganismo (BORZANI et
al., 1988).

Quatro principais classes de compostos produzidos industrialmente por
fermentacao, a partir de linhagens selecionadas de microorganismos, sob condi¢cdes
otimizadas podem ser diferenciadas: metabdlitos priméarios, metabdlitos secundarios,

enzimas e microorganismos.

2.2.1 Fermentacdo Submersa

A fermentagdo submersa é aquela onde o substrato esta dissolvido em fase
liguida, e o desenvolvimento do microorganismo se da em presenca de agua livre.
Nesse tipo de fermentacdo o meio de cultura esta qualitativamente e
guantitativamente mais equilibrado e homogéneo quando comparado com o
substrato de fermentacéo no estado solido (WOICIECHOWSKI, 1997).

2.3 LEVEDURAS

As leveduras foram os primeiros microorganismos conhecidos, sdo 0s mais
estudados e usualmente o0s microorganismos de maior aceitabilidade pelos
consumidores. Constitui na atualidade o grupo de microorganismos mais importante
a ser explorado comercialmente e a ser consumido pela Humanidade (FERREIRA,
1995). Segundo RIJ (1984), as leveduras sao fungos unicelulares, incluindo
Ascomicetos, Basidiomicetos e Deuteromicetos. As chamadas leveduras imperfeitas
ou anascosporadas possuem afinidades com ambos os grupos (LACAZ et al., 1998).

As leveduras sdo raramente toxicas ou patogénicas e podem ser usadas em
dietas humanas. Elas sdo maiores que as bactérias, facilitando a separacéo. Elas
podem ser usadas em um estado bruto. Entretanto sua taxa de crescimento

especifico é relativamente baixa (tempo de geracdo de 2 a 5 horas) (REHM, 1995).
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As leveduras séo seres heterotroficos, quimiotréficos e organotroficos. Sao
aerobios e facultativos, raramente anaerébios, eucaridticos, nao sintetizam clorofila,
portanto ndo fazem fotossintese, ndo armazenam amido como material de reserva e
sim glicogénio e ndo tem celulose na parede celular; sdo ubiquos, podendo ser
encontrados no ar, solos, agua, vegetais e animais (LIMA et al., 2001).

As colbnias das leveduras sao glabrosas, sendo suas texturas cremosas,
membranosas e Uumidas, ndo formando hifas aéreas, que caracterizam as coldnias
dos fungos filamentosos, cujas texturas variam de cotonosas, velutinas, feltradas e
lanosas (LACAZ et al., 1998).

2.3.1 Estrutura Somaética

Segundo Kwon-Chung & Bennett (1992), citado por (LACAZ et al., 1998), as
leveduras englobam estruturas somaticas globosas, ovais ou alongadas. Algumas
vezes, as gémulas formam cadeias de células alongadas, denominadas pseudo-
hifas, com constricoes no local dos septos.

A célula de levedura tem membrana citoplasmatica lipoprotéica cuja funcao
principal é regular as trocas com o meio ambiente. Possui uma parede celular rigida
gue confere resisténcia as pressfes osmoticas e mecéanicas. Sua nhatureza é
polissacaridica em maior propor¢cdo, contendo também proteinas e lipideos. No
citoplasma encontram-se, além dos componentes usuais em solucdo, vacuolos,
mitocéndrias, reticulo endoplasmatico, ribossomas, material de reserva (gorduras e
carboidratos). O ndcleo, tipicamente eucariético, contém nucléolo, varios

cromossomas e histonas envolvidas por uma membrana nuclear (LIMA et al., 2001).

2.3.2 Estrutura de Reproducéao

As leveduras reproduzem-se por brotamento (nico, fissdo binaria ou
cissiparidade e por brotamento-fissdo. O brotamento pode ser unipolar, bipolar e
multilateral (LACAZ et al., 1998). Alguns micologistas restringem o termo levedura a
fungos de brotamento unicelular, com a possibilidade de reproducdo sexuada, e a
palavra leveduriforme, a fungos semelhantes ou afins, que se reproduzem
assexuadamente (LACAZ et al., 1998).
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2.3.3 Metabolismo das Leveduras

O crescimento das leveduras, como organismos heterotréficos que séo,
depende duma variedade de compostos organicos e de alguns nutrientes minerais.
Estes compostos sdo degradados por um conjunto de reacdes bioquimicas que
ocorrem no interior da célula — o metabolismo. Durante o crescimento, as células
utilizam os substratos de forma a satisfazer os seguintes requisitos: sintese do
material celular, energia (através do ATP) e poder redutor (na forma de nucleotideos
de piridina — NADH) expresso no potencial de oxidacao-reducao. O catabolismo é o
conjunto de reacdes metabdlicas que permite executar os dois ultimos requisitos. Ao
conjunto de reacdes metabdlicas envolvidas na sintese de material celular da-se o
nome de anabolismo. Num meio aerobio, o poder redutor € convertido em energia
adicional através de um processo chamado fosforilacdo oxidativa (FERREIRA,
1995).

As leveduras sao seres aerébios (utilizam o oxigénio durante o metabolismo
como aceitador final de elétrons) e podem ser também anaerdébios facultativos, dado
gue conseguem crescer na presenca ou auséncia de ar. Os acucares normalmente
utilizados pelas leveduras como fonte de carbono incluem a sacarose, a glicose e
frutose. Ha ainda a galactose e a maltose como carboidratos passiveis de serem
metabolizados. Industrialmente, a producédo de fermento de panificacdo é efetuada
usando melagco como substrato carbonatado. Os melagos incluem normalmente
sacarose, glicose e frutose, apresentando uma composicéo variada conforme a fonte
utilizada para a sua obtencdo (FERREIRA, 1995).

A sacarose é hidrolisada no exterior da célula, em glicose e em frutose, pela
enzima invertase presente na parede celular. Estas hexoses sdo em seguida
degradadas no interior da célula (FERREIRA, 1995).

A levedura S. cerevisiae cresce em glicose segundo trés vias metabdlicas,
podendo, contudo ocorrer outras vias dependendo das condicdes do meio de
cultura. Na presenca de altas concentracdes de glicose (ou na auséncia de oxigénio)
ocorre a chamada fermentacao da glicose ou crescimento fermentativo (via redutiva)
com producdo de etanol e dioxido de carbono. Esta etapa é relativamente pouco

eficiente, apresentando um rendimento energético de aproximadamente 2 mols de
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ATP por mol de glicose. A conversao estequiométrica da glicose em etanol é
traduzida pela seguinte equacao (FERREIRA, 1995):

CeH1206 — 2C,HsOH + 2CO, + Energia (fermentacao da glicose)

A oxidacdo da glicose é a via predominante em culturas aerobias para
concentracdes de glicose inferiores a 90 — 100 mg.I™". E uma via mais eficiente que a
anterior, apresentando um rendimento energético de 16 a 28 mols de ATP por mol
de glicose oxidada. Esta via oxidativa, também conhecida como crescimento

respirativo, apresenta a seguinte estequiometria (FERREIRA, 1995):

CeH1206 + 60, — 6CO, + 6H,0 + Energia (oxidacao da glicose)

O etanol formado pela via fermentativa pode ser consumido por via oxidativa
na presenca de baixas concentracfes de glicose. Esta via apresenta um rendimento
energético de 6 a 11 moles de ATP por mol de etanol oxidado e tem a seguinte
estequiometria (FERREIRA, 1995):

C,HsOH + 30, — 2CO, + 3H,0 + Energia (oxidacao do etanol)

Para concentragbes de glicose superiores ao valor critico (50 — 100 mg.I™)
as vias respiratoria e fermentativa da glicose podem ocorrer em paralelo, falando-se
nesse caso de um regime respiro-fermentativo ou Oxido-redutivo. Em cultura
continua ou descontinua ndo é normalmente observado a respiragdo conjunta de
glicose e etanol. Estas etapas respiratorias poderdo ocorrer em fermentacdes semi-
continuas e fala-se neste caso de regime respirativo ou oxidativo. Em reatores em
que seja dificil manter condicbes de homogeneidade podera acontecer a producao
de etanol por algumas células e a utilizacdo deste por outras células, implicando

uma correspondente diminui¢do do rendimento (FERREIRA, 1995).



22

2.3.4 Parametros Fisicos e Quimicos

2.3.4.1 pH

A faixa de pH para o crescimento de levedura é 2,5 a 7 com crescimento
otimo de 4 a 5 (REHM, 1995).

2.3.4.2 Temperatura

A temperatura afeta a taxa de crescimento, requerimentos nutricionais,
composicao celular e permeabilidade celular. Ela também afeta a estrutura das
proteinas e dos lipidios e os coeficientes das taxas de reacdes 0s quais por sua vez
dependem das energias de ativacao das reacoes. As leveduras sdo essencialmente
mesofilicas e sao psicroéfilas facultativas. O crescimento maximo é em torno de 20 a
30 °C (REHM, 1995).

2.3.5 Requerimentos Nutricionais

A composicdo do meio de cultura desempenha um papel fundamental nos
processos de producdo de biomassa ou metabdlitos. A disponibilidade de
substancias de crescimento é decisiva para o desempenho 6timo. Dois aspectos da
composicao do meio sdo examinados:

1) o aspecto qualitativo, para identificar as substancias requeridas para o
crescimento;

2) 0 aspecto quantitativo, para estabelecer as concentracbes que sao
suficientes mas nao inibitérias para o crescimento ou tipo de metabdlito
requerido.

As principais substancias podem ser dispostas em quatro categorias;
substrato, macro elementos, elementos-traco e fatores de crescimento (REHM,
1995).
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2.3.5.1 Substrato

O carbono forma aproximadamente 50% (m/m) da matéria seca, Tabela 10.
O Carbono é geralmente um substrato limitante. Tanto o nitrogénio ou o fésforo pode

servir como substrato limitante em alguns casos (REHM, 1995).

TABELA 10 - COMPOSICAO ELEMENTAR DE LEVEDURA SECA

Elementos Saccharomyces (mg g*)

C 470

H 60

N 85

@] 325

P 14,3
K 17,2
S* 0,3-04
Mg 2,3
Na 0,7
Fe 0,1
Zn 0,0387
Se** 0,0028
Mn 0,0057
Ca 1.3
Co 0,0002
Cu 0,033

FONTE: REHM, 1995; * PEIXOTO, 1996; *FURCO, 1996.
2.3.5.2 Macroelementos

Estes séo N, O, H, C, S, P, K, Ca e Mg. Eles sdo usados em larga
quantidade (g I'* ou mg ') (REHM, 1995).

2.3.5.2.1 Nitrogénio e suas fontes

O nitrogénio é responsavel por 8 a 12% do peso seco celular, Tabela 10. Ele
pode ser usado em varias formas: organica (uréia, peptideos, aminoacidos, purinas,
pirimidinas) e inorganica (amonia, sais de amonio e nitrato) (REHM, 1995). O nitrato
n&do pode ser utilizado por muitas leveduras. O NH4" é o ion utilizado mais facilmente
entre as formas inorganicas de nitrogénio, ja que seu uso nao requer reacdes de

oxido-reducao porque o atomo de nitrogénio estd no mesmo grau de oxidacao (-3)
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que no atomo de nitrogénio nas moléculas biolégicas (aminoécidos, purinas e
pirimidinas) (ESPOSITO, 2004).

Das fontes de N nas formas de aminoéacidos, aminas e amidas, somente a
alanina, a arginina, a aspargina, o aspartato, o glutamato, a leucina e a valina
mostraram-se boas fontes para o crescimento de Saccharomyces. Em relacdo aos
peptideos e proteinas, os pequenos peptideos podem ser absorvidos pelas células
(os hidrolisados enzimaticos de proteinas como a peptona e a caseina hidrolisada
sdo boas fontes de N). Os peptideos maiores e as proteinas devem ser primeiro
hidrolisados extracelularmente por enzimas para que possam ser assimilados
(ESPOSITO, 2004).

A uréia é utilizada como fonte de nitrogénio (e C) pelas leveduras. A
presenca de urease que hidrolisa a uréia em CO, e ambnio é comum nelas. Em
S.cerevisiae dependendo de sua concentracdo no meio, a absorcdo se produz por
transporte ativo (menos que 0,5 mM) ou por difusédo facilitada (mais que 0,5 mM).
Nessa espécie, a utilizacdo de uréia requer a presenca de biotina, dado que uma
das enzimas de seu metabolismo, a uréia carboxilase, tem essa vitamina como co-
fator (ESPOSITO, 2004).

2.3.5.2.2 Relacdo C:N

Ainda que o N seja requerido para a sintese de proteinas (16% N), e outros
componentes celulares (acidos nucléicos, quitina, etc.), o C € imprescindivel como
fonte de energia. Um meio balanceado, portanto, deve conter dez vezes mais C do
que N. Uma relacdo C:N maior ou igual a 10 garantira um alto contetdo protéico. Por
outro lado, uma relacdo C:N em excesso (ex: 50:1) favorecera a acumulacao de
alcool, metabolitos secundarios derivados do AcO, lipidios ou polissacarideos
extracelulares. Portanto, uma relagdo C:N adequada tem muita importancia na
tecnologia das fermentacdes (ESPOSITO, 2004).

2.3.5.2.3 Fo6sforo

O fosforo representa aproximadamente 1,5% da matéria seca da levedura,

Tabela 10. Ele é fornecido como acido fosforico ou sais de fosfato (REHM, 1995). O
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PO,* entra na célula ativamente. Os componentes celulares que contém fésforo séo
compostos de alta energia como ATP e ADP, nucleotideos como nicotinamida e
NAD e FAD, acidos nucléicos, fosfolipideos e polimeros formando as paredes
celulares (ESPOSITO, 2004).

2.3.5.2.4 Outros macroelementos (K, Mg, S)

O potéssio desempenha um papel principal na regulacdo do transporte de
cations divalentes. A presenca de potassio € indispensavel para a penetracdo do
H.PO,". Os ions potassio também servem como coenzimas.

O magnésio é um ativador para numerosas enzimas em glicolise e
membrana ATP-ases. Ele aumenta a sintese de acidos graxos e regula o nivel de
ions intracelular (REHM, 1995).

O enxofre (aproximadamente 0,4% a 0,8% da matéria seca) € essencial para
a sintese de proteinas (os aminoacidos cisteina e metionina contém enxofre) e
também esta presente em certas vitaminas. O S aparece quase exclusivamente na
célula sob a forma reduzida como -SH ou como grupo -S-S. Os sulfatos, sulfitos e
tiossulfatos podem prover o enxofre para as leveduras, apés sua reducéo dentro da
célula ao mesmo estado de oxidag&o do sulfeto (SH") para poder ser incorporado ao

material celular como metionina. A absorcdo de SO,* é por transporte ativo
(ESPOSITO, 2004).

2.3.5.3 Microelementos

Enquanto os macroelementos sdo necessarios para a sintese de
macromoléculas celulares, sdo requeridos outros nutrientes, principalmente
elementos minerais, as vezes chamados elementos-traco para cumprir trés funcdes
béasicas: 1) como coenzima ou co-fatores enziméticos; 2) para transferir elétrons em
reacoes oxido-reducéo; 3) como reguladores osmoéticos (ESPOSITO, 2004).

Rose (1976) agrupou 0s minerais requeridos para o crescimento de
Saccharomyces cerevisiae em duas categorias, segundo a quantidade em que séao
requeridos, e um no terceiro grupo onde estdo aqueles que em determinada

concentracdo pode ser inibitéria para o crescimento: Grupo | (0,1-1,0 mM): potassio,
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magnésio, calcio, zinco, ferro, manganés, cloro, niquel e vanadio; Grupo Il (0,1-100
uM): cobalto, boro, cadmio, cromo, cobre, iodo, molibdénio, chumbo, selénio (muitos
desses elementos do grupo também sao inibidores em concentracdes maiores que
100 uM); Grupo Il (inibitérios a concentragdes maiores que 100 uM): prata, arsénio,

bario, mercurio, litio, niquel, e ésmio.

2.3.5.4 Fatores de crescimento: vitaminas

As vitaminas constituem-se em fatores termossensiveis-chave na
biossintese de diferentes compostos celulares. S&o moléculas orgéanicas que: 1)
apresentam uma grande variacdo na estrutura quimica; 2) sdo utilizadas em
quantidades muito pequenas; e 3) tém uma acéo catalitica especifica ao atuar como
co-enzimas de reacdes enzimdticas  (carboxilagbes, transaminacdes,
desidrogenac®es, transferéncia de atomos de carbono e de metila) (ESPOSITO,
2004).

2.4 LEVEDURA ENRIQUECIDA DE SELENIO

Doses reforcadas de selénio sdo tratamentos potenciais para uma variedade
de desordens na saude, contanto que as concentracfes de selénio ndo alcance
niveis toxicos. Por esta razdo, varias formas diferentes de selénio tém sido
investigadas para determinar a forma Otima para administragdo em humanos, ou
como um suplemento dietético, ou como um produto terapéutico para o tratamento
de enfermidade (HSIA et al., 2001).

Selénio derivado de levedura tem mostrado ser uma forma menos téxica de
selénio, e assim, uma fonte preferida de uma composi¢cao de selénio para consumo
humano. Selénio produzido por culturas de levedura sofre um tipo de biossintese por
meio da qual sais de selénio inorganico sédo convertidos para uma forma organica via
incorporacdo intracelular na levedura. Estes derivados organicos de selénio
biossintetizados pelas leveduras sdo melhores fontes nutritivas de selénio porque
sdo menos téxicos e mais facilmente metabolizados pelo sistema dos mamiferos que

seus correlativos inorgéanicos (HSIA et al., 2001).
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Um experimento clinico realizado por Clark et al. (1996), citados por (DE
LEON et al., 2002), sugeriu que a ingestdo de 250-300 pg/dia de selénio como um
suplemento alimentar de levedura enriquecida de selénio teve um significante efeito
quimiopreventivo do cancer.

Por via de regra, concentracdes extracelulares altas de selénio devem ser
evitadas, enquanto que concentracfes intracelular elevadas séo preferidas porque
estas tendem a indicar uma concentracdo relativa aumentada de selénio na forma
organica o qual € preferido para administragdo em humanos (HSIA, et al., 2001).

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido com éxito, enriquecida de
diferentes elementos tracos (DE LEON et al., 2002).

Korhola et al. (1986), citados por (DEMIRCI & POMETTO, 1999), relatou o
desenvolvimento de levedura com 500 pg de Sel/g de biomassa seca.
NAGODAWITHANA et al. (1985), obteve em fermentacao fed-batch, a producéo de
levedura com selénio ligado organicamente com no minimo 1000 pug de Se/g de
biomassa seca usando selenito de sodio como fonte de selénio. Calomme et al.
(1995), citados por (DEMIRCI & POMETTO, 1999), relataram a producéo de selénio
ligado organicamente em concentragfes de 253 ug de Se/g de biomassa seca para
Lactobacillus delbrueckii, 375 ng de Se/g de biomassa seca para L. plantarum, e
407 ng de Sel/g de biomassa seca para L. casei. SUHAJDA et al. (2000), relatou o
desenvolvimento de levedura com 1200-1400 pug de Se/g de biomassa seca de
levedura de panificagdo (Saccharomyces cerevisiae) usando um meio de cultura
suplementado com 30 ug/ml de selenito de sodio adicionado durante a fase de
crescimento exponencial. DE LEON et al. (2002), mostrou em estudos de
incorporagao de selénio total, em biomassa de Saccharomyces cerevisiae, que 0
método de semeadura, no qual a levedura usada para inoculacdo € cultivada em
meio com sal de selénio, permite maior acumulo de selénio, e estudos de
especiacdo da levedura enriquecida mostrou que a adi¢cdo de selénio no inicio da
fase de crescimento aumenta a formacao de L-Se-metionina.

Tuite & Oliver (1991), citados por (DE LEON et al., 2002), realizaram
estudos com Saccharomyces cerevisiae e mostraram que elementos tais como Se,
Ag, As e Pb podem desfavoravelmente afetar o crescimento da levedura quando

presentes em concentracbes maiores que 100 umol/l, ou 7,9 mg de Se por litro,
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provavelmente devido a perda da eficiéncia de divisdo celular. Por outro lado,
guando mais selénio é adicionado, mais selénio é incorporado na levedura.

Em relacdo a etapa de secagem e/ou pasteurizacdo para a obtengcéo de um
produto de levedura seca com selénio, HSIA et al. (2001), descreve que a etapa de
pasteurizacdo pode ocorrer entre cerca de 30 °C e 110 °C, preferivelmente em torno
de 60 °C.

2.5 METODO ESPECTROFOTOMETRICO DE ABSORCAO ATOMICA - GERACAO
DE HIDRETO PARA DETERMINACAO DE Se*, Se®" E Se™

E possivel determinar o Se que se encontra na forma inorganica, isto &, Se**
e Se® e compostos de selénio organicos, isto &, Se? por sistema de
espectrofotometria de absorcdo atébmica e geracdo de hidreto, onde Se* é
diretamente determinado apos derivatizagdo, Se®* por diferenca apds reducédo por
HCI, e teor de selénio organico por diferenca apds oxidacdo destrutiva de compostos
organicos (ARIKAN et al., 1996). Alguns compostos de selénio organico sédo acido-
resistentes, tais como selenometionina, selenocisteina e o ion trimetilselenénio, que
ndo sdo completamente decompostos, por esta razdo causando resultados
deficientes. A digestdo com &cido nitrico somente é aparentemente insuficiente, e é
responsavel por valores deficientes de selénio encontrados em alguns trabalhos
(WELZ et al., 1984).

A Espectrometria de absorcdo atémica com geracdo de hidreto oferece a
vantagem de excelente sensitividade e instrumentagao relativamente simples. Antes
da geracdo de hidreto, todas as espécies de selénio devem ser convertidas para
selenito, visto que esta € a Unica espécie que reage com tetrahidroborato formando
realmente SeH, volatil (GOMEZ-ARIZA et al., 2004). Neste método, a técnica de
decomposicdo da amostra aplicada € de grande importancia para a exatiddo dos
valores de selénio obtido em materiais biol6gicos. Na técnica de geracao de hidreto,
tetraidroborato de sodio é adicionado a solucdo da amostra acidificada, seleneto de
hidrogénio € formado, tirado da solu¢cdo e atomizado em uma célula de quartzo
aguecida. Por esta razao, é essencial que o selénio esteja presente como seleneto.
Compostos de selénio organico devem ser decompostos completamente para a

aplicacdo bem sucedida desta técnica (WELZ et al., 1984). Na analise por
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espectrometria por geracdo de hidreto de amostras, numerosos fatores influenciam a
precisdo. Os métodos de digestdo de amostra e procedimentos de preparacdo sao
de importancia critica. A digestdo deve adequadamente solubilizar os elementos de
interesse sem perda por volatilizacio. E necessario um procedimento de preparacéo
que garanta o apropriado estado de oxidacdo do analito e elimine o acido nitrico e

interferéncias de inter-elementos (BEACH, 1992).

2.6 ACUCAR MASCAVO

A levedura Saccharomyces cerevisiae € capaz de proliferar sob condicdo
aerbbia ou anaerobia, e pode usar uma ampla variedade de compostos como fonte
de carbono, mas glicose é a fonte preferida para o metabolismo fermentativo (DE
LEON et al. 2002). O acucar mascavo fornece ndo somente substrato, mas também
vitaminas e minerais importantes para o crescimento de levedura. O agUcar mascavo
é fabricado a partir do melado da cana de acucar. Este acUcar é também chamado
de bruto, (ndo € completamente refinado, dai o termo bruto). Ele também sofre
processo de refinamento, porém em menor grau (OLIVEIRA, 2005). A Tabela 11 traz

a composicao quimica em 1kg de acucar mascavo.

TABELA 11 - COMPOSICAO QUIMICA EM 1kg DE ACUCAR MASCAVO
AcuUcar Mascavo (1kg)

Energia 3760 kcal
Carboidratos 973,049
Vitamina B1 0,100 mg
Vitamina B2 0,100 mg
Vitamina B6 0,300 mg
Niacina ou B3 0,800 mg
Folato 0,010 mg
Acido Pantoténico 1,10 mg
Potassio 3460 mg
Célcio 850 mg
Sodio 390 mg
Magnésio 290 mg
Fosforo 220 mg
Ferro 19,2 mg
Manganés 3,20 mg
Cobre 3,00 mg
Zinco 1,80 mg
Selénio 7,5 g

Proteina n/d

FONTE: PHILIPPI, 2002.
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2.7 PLANIFICACAO EXPERIMENTAL

Planificacdo experimental é usada para determinar a influéncia de varias
substancias e suas interagdes e para otimizar uma ou mais respostas experimentais.
Estes objetivos sdo conseguidos em sucessivos estagios, cada estagio sendo uma
etapa homogénea de experimentos formando um corpo de resultados. O propoésito é
coletar o maior numero de observagbes validas, com tdo poucos testes quanto
possivel.

Em alguns métodos de planificacdo experimental, o nivel de todos os fatores
€ variado ao mesmo tempo em cada experimento. As vantagens sdo as seguintes
(REHM, 1995):

- menos testes;

- maior numero de fatores testados;

- deteccao de interacdes entre fatores;
- resultados mais acurados;

- otimizacdo e modelagem dos resultados.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 FLUXOGRAMA DO PROCESSO

O processo e suas etapas para a preparacao do produto de levedura rica em

selénio organico sao ilustrados no diagrama de fluxo, Figura 3.

FIGURA 3 - DIAGRAMA DE FLUXO PARA A PREPARACAO DA LEVEDURA
ENRIQUECIDA DE SELENIO ORGANICO

3.2 MICROORGANISMO

O microorganismo utilizado para estudo da producédo de organoselénio foi a
levedura Saccharomyces cerevisiae pertencente ao banco de culturas da Divisédo de
Engenharia de Bioprocessos e Biotecnologia da Universidade Federal do Parana.
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3.3 PREPARO DO INOCULO

Para cada experimento, foi preparado um inéculo. Pesaram-se trés gramas
da levedura seca que foram adicionadas em frasco de Erlenmeyer de boca larga de
250 ml com 150 ml de meio de fermentacdo, incubando-os respectivamente em
“shaker” a 30 °C e 120 rpm de agitacdo por trés dias. Da suspensao final obtida,
foram transferidas aliquotas de 10 ml de inéculo para Erlenmeyers de 250 ml com 90

ml de meio de cultivo.
3.4 VIABILIDADE CELULAR

No controle da viabilidade celular dos processos de producdo de levedura
(fermento prensado), a coloracdo das células da levedura com azul de metileno ou
eritrosina e cultivo por plaqueamento sdo os mais empregados. A técnica de
coloracdo com azul de metileno consiste em se misturar partes iguais da suspensao
de levedura (amostra), adequadamente diluida, e da solucdo corante (azul de
metileno). As células com alta atividade fisiologica ndo se colorem, enquanto as
células inativas (mortas) apresentar-se-d0 coloridas de azul (Figura 4). A
porcentagem ou 0 numero de células viaveis é determinado transferindo-se com

uma pipeta de Pasteur a amostra para a camara de Neubauer (ANTONINI, 2004).

FIGURA 4 - DETERMINACAO DA VIABILIDADE CELULAR DE LEVEDURAS COM
AZUL DE METILENO.

(=]

('O
O

FONTE: ANTONINI, 2004.
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3.4.1 Procedimento para Determinacao da Viabilidade Celular

Fazer a diluicdo conveniente em um tubo de ensaio.

2. Apo6s a diluigdo, transferir 0,3 ml para um tubo de ensaio e adicionar 0,3 ml
da solucéo de azul de metileno-citrato de soédio.
Homogeneizar a mistura em agitador de tubos.

4. Colocar a laminula na camara de Neubauer e com auxilio da pipeta de
Pasteur, transferir um pequeno volume da amostra preparada.

5. Levar ao microscopio 6ptico e com a objetiva de 40X, fazer a contagem
das células nos campos. Contar aproximadamente 40 células por campo
ou trés células por reticulo, escolhendo dois limites em cada quadrado nos
guais serdo desprezadas as células que estao nos limites superior e lateral
esquerdo do quadrado e desprezar as do limite inferior e lateral direito.

6. Com o contador, marcar o numero de células viaveis (células que nédo se
colorem com azul de metileno) e células nédo viaveis (células coloridas com
azul de intenso) (ANTONINI, 2004).

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

NUmero total de células/ml = n° células nos 25 campos x diluicdo x 10*
3.4.2 Solucao de azul de metileno-citrato de sodio

- azul de metileno: 0,01 g

- citrato de sodio: 2 g

- dgua destilada g.s.q.: 100 m|

Dissolver o corante numa pequena por¢cdo de agua, adicionar 0s outros

ingredientes e completar o volume (ANTONINI, 2004).
3.5 AJUSTE E DETERMINACAO DO pH
Para o ajuste do pH na preparagdo dos meios de crescimento, e para as

medidas de pH dos meios fermentados, utilizou-se um potencidmetro devidamente
calibrado, modelo HI 9321 — HANNA.
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3.6 AJUSTE E DETERMINACAO DO ACUCAR

A escala Brix foi utilizada para expressar a concentracdo de agucares no
meio de fermentacdo, onde o °Brix expressa a quantidade, em gramas, de sélidos
soluveis ou acucares em 100 ml de solugéo. Aplicou-se o método de refratometria na
escala Brix, com o uso de um refratbmetro de bancada modelo RL3 — OPTYCZNE,
para as leituras e determinacfes das concentracdes de acucares que se fez
necessario durante o trabalho.

A refratometria na escala Brix constitui um método fisico para medir a
guantidade de solidos solluvel presentes em uma amostra. Baseia-se em um sistema
de graduacao de aparelhos para ser utilizado especialmente na industria agucareira,
mais precisamente na analise de acucares em geral que estejam em solucéo (SILVA
et al, 2003).

Nos preparos dos meios de cultivo com valores de °Brix desejados, foram
utilizadas solugbes de acucar mascavo. De posse dos valores dos °Brix dessas
solucdes, foram feitas as diluicbes necesséarias para a obtencdo final do meio de
fermentacdo com o °Brix desejado.

A porcentagem do °Brix de uma solucdo de acucar mascavo referente aos
acucares redutores e ndo redutores foi determinado pelo método de Somogyi-Nelson
(NELSON, 1944). Neste método os glicidios redutores aquecidos em meio alcalino,
transformam-se em enodiois que reduzem o ion cuprico presente a cuproso. O 6xido
cuproso assim formado reduz o molibdato de arsénio a 6xido de molibdénio de
coloragdo azul cuja intensidade de cor € proporcional a quantidade de acucares
redutores existentes na amostra (SILVA et al, 2003). O teor de acucares redutores
foi calculado por espectrofotometria a 535 nm, utilizando-se uma curva padréo
construida a partir de uma solucéo de glicose (100 mg/ml) com um intervalo de 0 a
180 ugl/l.

3.6.1 Procedimento para Determinagdo de A¢Ucares Redutores Soluveis
A quantidade utilizada para a técnica foi de 0,200 ml de solucdo de acgucar

mascavo de Brix conhecido. Este volume foi transferido para um frasco volumétrico

de 100 ml e aquecido em banho-maria por 10 minutos. O volume do frasco foi
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completado com agua destilada e filtrado. O sistema de analise compreendeu 1 ml
de amostra e 1 ml de reativo de Somogyi em um tubo de ensaio, que foi fervido
durante 10 minutos. O tubo foi resfriado a temperatura ambiente, adicionado de 1 ml
de reativo de Nelson e completado o volume para 10 ml. Em seguida, foi feita a
leitura da absorbancia em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 535 nm.

A curva de calibracdo dos acucares redutores pode ser feita tomando-se
volumes das solu¢cdes de trabalho que contenham 10 a 100 ug/ml. Faz-se nas
mesmas condi¢cdées uma prova em branco para o zero do aparelho. Com estas

solucdes obter as leituras no espectrofotbmetro com as quais é tracado a curva.

3.6.2 Procedimento para Determinacdo de Acucares Totais

A inversdo da sacarose pode ser feita por hidrolise &cida, utilizando-se
0,200 ml da amostra. Foram transferidos 0,200 ml de solu¢cdo para um frasco
volumétrico e adicionado 50 ml de agua destilada e 2 ml de acido cloridrico. A
solucdo diluida foi aquecida a 90 °C por 20 minutos, ap0s o que o sistema foi
resfriado a temperatura ambiente e recebeu a adi¢cdo de hidréxido de sodio 30% até
sua neutralizacdo. A solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 100 ml,
completou-se o volume com agua destilada e filtrou-a, e a partir dai foi feita a
diluicdo necessaéria para determinacdo, conforme descrito anteriormente.

Para o céalculo dos acucares ndo-redutores, o resultado final deve ser
multiplicado pelo fator 0,95 depois de subtraido o teor de aclUcares redutores
anteriormente determinados.

A porcentagem encontrada de acucares redutores e nao-redutores em
relacdo ao Brix, nas solugbes de aclUcar mascavo utilizadas neste trabalho, foi de
84,77% para os acucares nao-redutores e 4,03% para 0s acgucares redutores. Assim,
para uma solucdo com 10 Brix de solidos soluveis, tem-se 8,477 g de acuUcares nao-

redutores e 0,403 g de acucares redutores em 100 ml desta solucéo.

3.7 DETERMINACAO DA BIOMASSA

A determinacdo da biomassa foi feita pelo método do peso seco, que sendo

corretamente executada, constitui 0 processo basico de medida de massa, servindo
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como referéncia na padronizacdo de outros métodos. Uma amostra da suspensao
microbiana € centrifugada, o sobrenadante desprezado e o sedimento celular lavado
algumas vezes com agua destilada ou salina. Apdés a Ultima centrifugacdo, o
sedimento é colocado em um vidro reldgio previamente tarado e, em seguida,
secado em estufa até peso constante (LIMA, 2001).

Para a determinacédo do peso seco, a biomassa de levedura foi colhida por
centrifugacéo a 2100 g em tubos previamente tarados, a biomassa foi entdo lavada
4 vezes para remogdao parcial do selénio inorgénico adsorvido nela, onde em cada
lavagem, a biomassa foi ressuspendida no proprio tubo com agua destilada com
auxilio de um bastdo de vidro. Apés a lavagem a biomassa foi novamente
centrifugada a 2100 g, descartando-se 0 sobrenadante. Apos a quarta lavagem, os
tubos com biomassa foram colocados em estufa de secagem a aproximadamente 60
°C por 24 horas. Os tubos foram transferidos para um dissecador, onde

permaneceram até esfriarem e foram entdo pesados.

3.8 COMPOSICAO DO MEIO DE CRESCIMENTO

A composicdo da solucéo de crescimento de levedura utilizada inicialmente
foi baseada em um meio comercial encontrado em literatura para producdo de
levedura de panificacdo, com algumas alteracdes. A Tabela 12 apresenta 0 meio

comercial da literatura e a solucéo de sais utilizados neste trabalho.

TABELA 12 - MEIO COMERCIAL E MEIO EXPERIMENTAL PARA PRODUCAO DE
LEVEDURA DE PANIFICACAO

Meio comercial  (g.I") Meio experimental (g.I'")
Melaco (total alimentado) 340 Acucar mascavo 40
NH3 aqg. 0,3 (NH4)ZSO4 4
HsPO, (85%) 2 KH,PO,4 3
MgSO47H20 1,5 MgSO47H20 4

FONTE:RATLEDGE & KRISTIANSEN, 2001.

3.9 PREPARO DO MEIO DE CRESCIMENTO

Todos os meios foram preparados seguindo o0 mesmo procedimento. Foram

transferidas aliquotas de uma solugcéo previamente preparada de acucar mascavo,
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item 3.6, para frascos de erlenmeyer de 250 ml, sendo em seguida, adicionados em
cada frasco agua e 0s nutrientes necessarios para se obter um volume liquido final
de 90 ml de meio com o Brix desejado. Em seguida, ajustou-se o pH do meio para
6,0 com a utilizacdo de uma solucdo de NaOH 3,0 N. O meio, sem selénio, foi entdo
pasteurizado em autoclave a 105 °C por 15 minutos. O meio a ser pasteurizado nao
deve conter selenito de sédio porque a sua presenca acarretaria na formacao de
compostos de selénio volateis e outros compostos de selénio insollveis. A etapa
seguinte foi adicionar no meio de cultivo pasteurizado, trabalhando-se no fluxo
laminar, aliquotas de in6culo e de solucdo de selenito de sodio previamente
preparada. Por ultimo, os erlenmeyers foram colocados em um incubador “shaker”,

dando inicio a fermentacao.

3.10 DIGESTAO DA BIOMASSA PARA ANALISE POR ESPECTROMETRIA-
GERACAO DE HIDRETO

A digestao da biomassa foi feita de acordo com o manual SW-846 da Agéncia

Americana de Protecdo Ambiental (USEPA), Método 3050, para amostras sdlidas.

3.10.1 Método de Digestdo Sélida para Determinacdo de Se*" e Se®*

Cada digestdo solida requereu a adicdo de 0,200 g de amostra mais 10 ml
de acido nitrico 70% 1:1 em um becker de 250 ml. O becker foi coberto com um
vidro-reldgio e o contetudo aquecido e refluxado sem fervura a 95 °C por 15 minutos.
O conteudo foi deixado a resfriar. Foi adicionado mais 5 ml de &cido nitrico 70% e a
mistura foi refluxada sob a protecdo do vidro-relégio por 30 minutos. Esta etapa foi
repetida uma vez, apdés a qual o volume foi reduzido a aproximadamente 5 ml. A
mistura foi deixada a resfriar. Foram adicionados 5 ml de &cido cloridrico 37% mais
0,04 g de uréia e colocado em banho de agua quente (fervura) por 30 minutos para
reduzir o Se*® para Se™. A adicdo da uréia na amostra foi para degaseifica-la. Se o
gas nao for retirado, ele pode causar deficiéncia na precisdo de medicbes
sucessivas de um mesmo mensurando nas andlises de hidreto. A precisdo é
melhorada se houver a possibilidade de degaseificar as amostras antes das analises
(BEACH, 1992).
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3.10.2 Método de Digestédo Solida para Determinacéo de Se Total

Esta metodologia difere da metodologia acima devido a utilizacdo de um
oxidante extra para a destruicdo dos compostos organicos de selénio. Este oxidante
€ 0 peroxido de hidrogénio 30%.

Cada digestédo solida requereu a adicdo de 0,200 g de amostra mais 10 ml
de &cido nitrico 70% 1:1 em um becker de 250 ml. O becker foi coberto com um
vidro-reldgio e o contetdo aquecido e refluxado sem fervura a 95 °C por 15 minutos.
O conteudo foi deixado a resfriar. Foi adicionado mais 5 ml de acido nitrico 70% e a
mistura foi refluxada sob a protecdo do vidro-relégio por 30 minutos. Esta etapa foi
repetida uma vez, apdés o qual o volume foi reduzido a aproximadamente 5 ml. A
mistura foi deixada a resfriar. 2 ml de agua milli-Q e 3 ml de H,O, 30% foram
adicionados e a mistura aquecida até a efervescéncia cessar. Foi adicionado mais
peréxido de hidrogénio em por¢cdes de 1 ml até clarear a amostra. O conteudo foi
deixado a resfriar. Foi adicionado 5 ml de acido cloridrico 37% mais 0,04 g de uréia e
colocado em banho maria (fervura) por 30 minutos para reduzir o Se*® para Se**. A

adicao da uréia na amostra foi para degaseifica-la (BEACH, 1992).

3.11 CINETICA DE CRESCIMENTO DE Saccharomyces cerevisiae

De Leon et al. (2002) concluiu em estudo de especiacdo de selénio em
levedura Saccharomyces cerevisiae enriquecida com selénio, que quando o objetivo
de enriquecimento de levedura com selénio é a formagcdo de L-Se-metionina, o
melhor procedimento de enriquecimento é usando a fase de crescimento
exponencial.

Baseado no estudo de De Leon, o procedimento de enriquecimento de
levedura com selénio foi realizado utilizando-se a fase de crescimento exponencial.
Portanto, fez-se necessario um estudo cinético de crescimento da levedura S.
cerevisiae para se conhecer a fase exponencial da sua cinética de crescimento.
Primeiramente fez-se uma cinética de crescimento prévia de 47 horas de
fermentacdo com 7 pontos coletados, sendo determinado a biomassa produzida
versus o tempo. Foram utilizados 7 frascos de erlenmeyer de 250 ml a temperatura

de 30 °C e 120 rpm de agitacdo em “shaker”.
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A segunda cinética foi realizada em frascos de erlenmeyer de 250 ml a
temperatura de 30 °C e 120 rpm de agitacdo em “shaker”, num total de 12 frascos.
Foi preparado um mesmo meio de crescimento e um mesmo inéculo, que foram
repartidos em partes iguais em todos os frascos. No primeiro frasco coletado, tempo
zero, até o ultimo frasco coletado, tempo de 35 horas (obtido da primeira cinética),

foi determinado: niamero de células viaveis, niumero de células totais, pH e Brix.

3.12 ESTUDO DAS VARIAVEIS NUTRICIONAIS PARA PRODUQAO DE
BIOMASSA DE S. cerevisiae

Como descrito no item 2.3.5, a composi¢cdo do meio de cultura desempenha
um papel fundamental nos processos de producdo de biomassa ou metabdlitos. A
disponibilidade de substancias de crescimento € decisiva para o desempenho 6timo.

Dois aspectos da composicdo do meio sdo examinados: O aspecto
gualitativo, para identificar as substancias requeridas para o0 crescimento; e 0
aspecto quantitativo, para estabelecer as concentracbes que sdo suficientes, mas
nao inibitérias para o crescimento ou tipo de metabdlito requerido.

Como uma das etapas deste trabalho, seguindo esse raciocinio, foi feita a
investigacdo qualitativa das substancias requeridas para o crescimento da S.
cerevisiae, por meio de pesquisa bibliografica. As substancias encontradas por meio
dessa pesquisa, utilizadas na composicdo do meio, estdo registradas na tabela 12,
item 3.8.

O acucar mascavo foi o substrato escolhido e utilizado como fonte de
carbono, de elementos tracos e de fatores de crescimento necessarios para o
crescimento da biomassa de levedura. A composi¢cdo do acucar pode ser visto no
item 2.6, Tabela 11.

Na categoria dos macroelementos, item 2.3.5.2, as substancias utilizadas
como fontes desses elementos, para a levedura, de acordo com a tabela 12, foram:

- O (NH4)2SO4 como fonte de N e S, pois o NH;" é o ion utilizado mais
facilmente entre as formas inorganicas de nitrogénio, ja que seu uso nao requer
reagfes de oOxido-reducdo porque o atomo de nitrogénio estd no mesmo grau de
oxidagdo (-3) que no atomo de nitrogénio nas moléculas bioldgicas (aminoacidos,
purinas e pirimidinas) (ESPOSITO, 2004).
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- O MgS0,4.7H,0O serve como fonte de Mg e também de S. Destaque é dado
ao Mg devido a sua funcao de regular o nivel de ions intracelular, o que é de grande
importancia neste trabalho em que se propde o enriquecimento de selénio
intracelular utilizando ions selenito.

- O KH,PO,4 como fonte de P e de K.

Apdés o término desta etapa, 0 passo seguinte foi examinar o aspecto
guantitativo das substancias escolhidas.

No exame do aspecto quantitativo, onde se busca conhecer as
concentracbes necessarias das substancias escolhidas para o crescimento e
otimizacdo da biomassa, foram realizados dois delineamentos fatoriais fracionarios
3%*1 os quais permitiram verificar a ocorréncia de efeitos lineares e quadraticos dos
fatores (nutrientes) na variavel de resposta, biomassa celular. O planejamento com 9
ensaios, 3**, é uma fracao terca parte do fatorial completo 3°, pois 3** é um terco de
3%. A base 3 representa o nimero de niveis no delineamento e o expoente 3 refere-
se ao numero de variaveis controlado pelo experimentador. Os resultados obtidos
foram analisados usando o programa Statistica 7.0 através de modelagem de
Superficie de Resposta.

Nos estudos das variaveis nutricionais, todos os experimentos foram
realizados em frascos de erlenmeyers de 250 ml a temperatura de 30 °C e 120 rpm
de agitacdo em “shaker”.

Para as andlises e planejamento dos experimentos, o valor em °Brix foi

substituido pelo seu valor correspondente em concentracdo de sacarose.
3.12.1 Planejamento 3** para as Variaveis Sacarose, Na,SeO; e (NH,)>SO,

Neste planejamento os fatores estudados foram a concentracdo de
sacarose, de selenito de sddio e de sulfato de aménio distribuidos em trés niveis. O
experimento foi feito uma Unica vez com 3 repeticbes do ponto central, resultando
num total de 12 ensaios. Algumas condi¢cfes de cultivo foram mantidas fixas como a
temperatura, pH, agitacdo, concentracdo de KH,PO, e concentracdo de

MgS0,4.7H,0. Os valores reais e codificados estdo mostrados na Tabela 13.



41

TABELA 13 - VALORES (REAL E CODIFICADO) DAS VARIAVEIS
EXPERIMENTAIS USADAS NO PLANEJAMENTO 1
Termos codificados 1 0 +1
Fatores
Sacarose (g/l) 20 50 80
(NH,4),SO04 (g/1) 2 5 8
Na,SeO; (mg/l) 10 25 40

3.12.2 Planejamento 3** para as Variaveis Sacarose, Na,SeO3; e MgS0,.7H,0

Foi empregado novamente um planejamento fatorial fracionario 3%
utilizando-se concentragbes maiores de sacarose. Os outros dois fatores avaliados
foram o selenito de sodio e sulfato de magnésio, distribuidos em trés niveis. O
experimento foi feito uma Unica vez com 3 repeticdes do ponto central, resultando
num total de 12 ensaios. Os parametros de cultivo mantidos fixos foram a
temperatura, pH, agitacdo, concentracdo de KH,PO, e concentracdo de (NH4).SO4
em. Os valores reais e codificados das variaveis independentes estdo mostrados na
Tabela 14.

TABELA 14 - VALORES (REAL E CODIFICADO) DAS VARIAVEIS
EXPERIMENTAIS USADAS NO PLANEJAMENTO 2
Termos codificados 1 0 +1
Fatores
Sacarose (g/l) 80 100 120
MgSO0,.7H,0 (g/l) 0,4 1,2 2,0
Na,SeO; (mg/l) 10 25 40

3.13 ESTUDO DAS VARIAVEIS RELACAO C:N E Na,SeO; NA PRODUCAO DE
Seorg. E Ser NA BIOMASSA DE LEVEDURA

Neste experimento foi realizado um planejamento fatorial completo 3*° onde
se buscou otimizar as variaveis respostas e verificar a ocorréncia de efeitos lineares
e quadraticos dos fatores relacdo C:N e concentracdo de selenito de sédio nas
variaveis respostas de interesse: teor de selénio organico (Seorg) € teor de selénio

total (Ser) na biomassa de levedura. Os resultados obtidos para as variaveis
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respostas foram analisados usando o programa Statistica 7.0 através de modelagem

de Superficie de Resposta.
3.13.1 Planejamento Fatorial Completo 3*° para Produgéo de Seqr,

Os fatores estudados foram a concentracdo de Na,SeO; e a relacdo C:N.
Para se obter os valores dos trés niveis da relacdo C:N, manteve-se fixo o valor do
fator concentracdo de sacarose em 120 g/l e utilizou-se as seguintes concentracoes
para o (NH4).SO4: 2,4, 4,0 e 12,0 g/l. Para as concentracdes acima, 0s trés niveis da
relacdo C:N assumem os valores: 20:1, 60:1 e 100:1. O experimento foi feito uma
Unica vez com 3 repeti¢cdes do ponto central, resultando num total de 12 ensaios. Os
parametros de cultivo mantidos fixos foram a temperatura, pH, agitacdo e
concentracdo de KH,PO, Os valores reais e codificados das variaveis

independentes estdo mostrados na Tabela 15.

TABELA 15 - VALORES (REAL E CODIFICADO) DAS VARIAVEIS
EXPERIMENTAIS USADAS NO PLANEJAMENTO 3
Termos codificados 1 0 +1
Fatores
C:N 20:1 60:1 100:1

Na,SeO; (mg/l) 10 25 40




43

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CINETICA DE CRESCIMENTO DE Saccharomyces cerevisiae

Como detalhado no item 3.11, foi realizado um estudo cinético do
crescimento de Saccharomyces cerevisiae para se conhecer a fase de crescimento
exponencial. Na Tabela 16 estdo registrados os valores cinéticos obtidos das
varidveis: tempo de fermentacdo em horas, n’ de células por ml, n” de células vivas
por ml, viabilidade, pH e Brix, assim como o respectivo frasco do qual se obteve os

dados cinéticos.

TABELA 16 - DADOS OBTIDOS NA CINETICA DA Saccharomyces cerevisiae
Frasco Tempo (h) N°células/ml N° células vivas/ml viabilidade  pH Brix

1 0,00 2,39E+07 4,00E+06 0,17 562 12,0
2 3,00 2,48E+07 4,50E+06 0,18 538 12,0
3 6,00 2,54E+07 4,60E+06 0,18 520 9,6
4 9,00 2,66E+07 5,00E+06 0,19 4,63 8,8
5 11,78 2,81E+07 5,70E+06 0,20 4,08 8,5
6 14,78 3,68E+07 1,03E+07 0,28 3,60 8,0
7 20,00 5,66E+07 2,96E+07 0,52 3,19 64
8 23,28 8,13E+07 7,99E+07 0,98 280 5,6
9 26,28 1,01E+08 7,24E+07 0,72 253 53
10 29,83 9,76E+07 6,71E+07 0,69 245 52
11 32,83 9,02E+07 6,53E+07 0,72 233 50
12 34,88 8,89E+07 6,26E+07 0,70 228 50

Os dados da Tabela 16 foram plotados em um grafico, Figura 5, onde foi
possivel visualizar o comportamento cinético das variaveis determinadas. O grafico
foi tracado tendo na abscissa o tempo em horas, e na ordenada os demais
parametros cinéticos.

Da analise da curva do Brix na Figura 5, observou-se um baixo consumo de
acucar durante a fermentacéao, visto que o brix final foi igual a 5, ou seja, somente
58,3% do acucar foram consumidos. Este comportamento ocorre quando a levedura
cresce em glicose segundo a via metabdlica chamada fermentagcédo da glicose ou
crescimento fermentativo (via redutiva), com producdo de etanol e diéxido de
carbono. Esta via € predominante quando se tem altas concentracdes de glicose,
superiores a 100 mg/l, ou na auséncia de oxigénio. Ela € relativamente pouco

eficiente, apresentando um rendimento energético de aproximadamente 2 mols de
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ATP por mol de glicose. Esta via foi a predominante durante esta cinética, visto que
o acucar do meio de fermentacao foi muito superior a 100 mg/l, e também porque a
fermentacao foi realizada em frascos de erlenmeyer tampados com chumaco de
algodao, acarretando uma obstrucdo a entrada de oxigénio no meio de cultivo.
STEHLIK-TOMAS et al. (2004), chamaram de semi-aerObias as fermentacdes

realizadas em frascos de erlenmeyer em incubador “shaker”.

FIGURA 5 - CINETICA DA S.cerevisiae EM FRASCO DE ERLENMEYER
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Com relacéo a curva do pH, observou-se que este teve uma queda durante
a fermentacao, apresentando um valor proximo de 2,3 no final da fermentacéo. Este
comportamento pode ser atribuido a quatro fatores, segundo descrito por MOO-
YOUNG (1985): a formacgédo de produtos, ao consumo de nutrientes, as reacdes de
oxidacdo/reducdo e as mudancas na capacidade do tampéao. Nessa fermentacédo em
particular, em relacdo a formacdo de produtos, tem-se a extrusdo de prétons e de
CO,, os quais tendem a abaixar o pH, durante o metabolismo aerébico de
carboidrato em meio simples, e aos produtos de fermentacéo de carater &cido como
o etanol. Em relacdo ao consumo de nutriente, tem-se o sal de amoénio, que foi
fornecido a cultura como Unica fonte de nitrogénio, levando entdo o consumo de
amoénia a uma queda do pH, devido a liberagdo do préton H*. Em relagdo a
mudanca na capacidade do tampéo, tem-se a deple¢cdo da capacidade tamponante

do KH,PO,4 que atua como substrato.
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Outros dois graficos foram plotados (Figuras 6 e 7) para mostrar as fases da
cinética de crescimento celular e 0os seus respectivos tempos. Com eles, foram
obtidos os valores das taxas de crescimento especifico, pumax, para as curvas do
namero de células totais e viaveis da Saccharomyces cerevisiae. Ambos os gréficos,
Figura 6 e 7, foram construidos plotando-se o logaritmo natural da (concentracéo

celular/ml) versus o tempo de fermentacéao.

FIGURA 6 - CURVA LN DA CINETICA DE CRESCIMENTO DAS CELULAS
VIVAS/mI DE MEIO DE FERMENTACAO
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FIGURA 7 - CURVA LN DA CINETICA DE CRESCIMENTO DAS CELULAS
TOTAIS/mlI DE MEIO DE FERMENTACAO
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A fase exponencial obtida na curva das células viaveis durou 11,5 horas,
tendo seu fim 23 horas apds o inicio da fermentacdo. A taxa de crescimento
especifico p, foi igual a 0,226 h™*. O tempo de 23 horas, correspondente ao tempo
aproximado de término da fase de crescimento exponencial, foi o tempo utilizado nos
experimentos realizados durante todo o trabalho. Para a curva de crescimento das
células totais foi encontrado um tempo decorrido do inicio da fermentacao até o fim
da fase de crescimento exponencial, igual a 25 horas e uma taxa de crescimento
especifico, p, igual a 0,092 h™,

A Figura 8 traz o grafico da viabilidade celular versus o tempo de
fermentacao, nele pdde-se observar que a viabilidade atingiu 0 seu maximo préximo
de 23 horas de cinética, sendo o pH neste ponto em torno de 3, e teve um
decréscimo para 0,72 em 26 horas de fermentacdo, onde se observou em
microscopio na contagem em camara de Neubauer, lise das células. O pH neste
ponto foi igual a 2,53, mantendo-se constante até o final da cinética. Esta queda da
viabilidade pode ser atribuida & toxidade do etanol e a falta de oxigénio no meio. E
conhecido o efeito inibitério dos alcoois no crescimento das leveduras (Van Uden,
1989) citado por (FERREIRA, 1995). Crueger & Crueger (1989), citados por
(FERREIRA, 1995) relatam que um aumento da concentracdo de etanol até 35 g/l

provoca uma diminui¢cdo na sintese celular.

FIGURA 8 - CINETICA DA VIABILIDADE CELULAR PARA A S.cerevisiae
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4.2 ESTUDO DAS VARIAVEIS NUTRICIONAIS DO PROCESSO

Conforme descrito no item 3.12, realizaram-se dois planejamentos fatoriais
fracionarios 3°* para o estudo das variaveis nutricionais do processo: concentracéo
de sacarose (proveniente da solucdo de aclUcar mascavo de Brix conhecido), de
(NH4)>.SO4 e de MgSO,4, com o objetivo de aumentar a producao da variavel resposta
de interesse, biomassa celular, e verificar a ocorréncia de efeitos lineares e
quadraticos dos fatores sobre ela.

Os resultados obtidos nos planejamentos fatoriais foram submetidos a
analise por superficie de resposta e a analise estatistica. Por meio do Diagrama de
Pareto foram determinados quais nutrientes tém influéncia estatisticamente
significativa sobre a variavel resposta (producdo de biomassa), e através do modelo

desenvolvido, as quantidades de nutrientes foram otimizadas.

4.2.1 Resultado do Planejamento 3*' para as Varidveis Sacarose, Na,SeO; e
(NH4)2SO4

O meio de cultivo do inéculo para este experimento foi de 4 g/l de
MgS0,4.7H,0, 40 g/l de sacarose, 3 g/l de KH,PO4e 4 g/l de (NH4)2SO,.

O meio de enriguecimento com selénio teve fixo os valores das
concentracdes dos nutrientes KH,PO,em 3 g/l e MgS0O,4.7H,O em 4 g/l.

Na Figura 9, tem-se o Diagrama de Pareto para as variaveis: concentracao
de sacarose, de selenito de sodio e de sulfato de aménio. Os resultados obtidos
para a variavel de resposta, biomassa produzida, assim como os valores reais dos
fatores em cada ensaio deste experimento estdo na Tabela 17.

Conforme o Diagrama de Pareto mostrado na Figura 9, a relacdo dos trés
fatores estudados com a producédo de biomassa foi em uma forma linear,
estatisticamente significativa ao nivel de 5%, tendo o fator concentracéo de sacarose
o maior efeito na producdo de biomassa. O efeito linear do fator concentracdo de
sacarose apresentou um valor positivo, ja& os efeitos lineares dos fatores
concentracdo de selenito e de sulfato de amonio mostraram-se negativos. Portanto,

se consegue a producdo maxima de biomassa com o fator sacarose ajustado no seu
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nivel superior e os fatores selenito e sulfato de amdnio ajustados em seus niveis

inferiores.

TABELA 17 - PLANEJAMENTO 3*' PARA PRODUCAO DE BIOMASSA

Fatores experimentais Variavel de resposta
Ensaio Na,SeO; Sacarose (NH4)2SO4 Biomassa
(mg/l) (a/l) (9/1) (9/1)
1 10 20 2 3,164
2 10 50 8 4,667
3 10 80 5 6,420
4 25 20 8 2,489
5 25 50 5 4,776
6 25 80 2 6,311
7 40 20 5 2,420
8 40 50 2 4,681
9 40 80 8 6,152
10 25 50 5 4,637
11 25 50 5 4,575
12 25 50 5 4,742

FIGURA 9 - DIAGRAMA DE PARETO DO PLANEJAMENTO 3*! PARA OS
FATORES SACAROSE, Na,Se0s E (NH4),SO4

Diagrama de Pareto

3 fatores 3 niveis, 1 Bloco, 12 Corridas; MS do Erro puro =0,0086363
VD: Biomassa (g/l)
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Efeito Estimado (Valor Absoluto)

O valor negativo do efeito relevante do fator concentracéo de selenito de
sodio era esperado, baseado no trabalho de Tuite & Oliver (1991), citado por (De
Leon et al., 2002), que fizeram estudos com Saccharomyces cerevisiae e mostraram
que elementos tais como Se, Ag, As e Pb podem desfavoravelmente afetar o
crescimento da levedura quando presente em concentragdes maiores que 100
umol/l (7,9 mg/l para o Se), provavelmente devido & perda da eficiéncia de divisdo

celular. Este efeito pode ser observado na Figura 10.
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FIGURA 10 - PRODUCAO DE BIOMASSA OBTIDA VERSUS Na,SeO3

Gréfico de Médias Marginais e Limites de Conf. (95,0%)

VD: Biomassa (g/l)
NOTA: Erros Padrdes para médias computadas do QM (erro) =0,0086363
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A Figura 11 traz o gréafico de Curvas de Contorno da variavel de resposta
Biomassa em funcéo dos fatores sacarose e (NH4).SO,. Este grafico foi gerado pelo
programa Statistica, mantendo fixo um dentre os 3 fatores. O valor da variavel

Na,SeOj; foi fixado no seu nivel inferior de maior producéo de biomassa, 10 mg/l.

FIGURA 11 - CURVAS DE CONTORNO DO PLANEJAMENTO FATORIAL 3*!
PARA OS FATORES SACAROSE E (NH4)2SO4

QM (erro puro) =0,0086363; VD: Biomassa (g/l)

Biomassa (g/l)

(NH,4)2SO4 (9/1)

20 30 40 50 60 70 go M 3

Sacarose (g/l)

A maior producdo de biomassa na regido estudada foi obtida com a variavel
sacarose em seu nivel superior e a variavel (NH,).SO4 em seu nivel inferior.

As Curvas de Contorno obtidas sdo curvas locais, isto €, curvas aplicaveis
apenas para a determinada regido investigada, fazendo-se necessario estudar a

influéncia da variavel concentracao de sacarose em niveis maiores.
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O modelo matemético dos efeitos relevantes para este planejamento ficou:
Biomassa (g/l) = 2,0962 - 0,0111[Na,SeO3] + 0,0601[sacarose] - 0,0471[(NH4).SO4]

onde [Na,SeO3] em mg/l; [sacarose] e [(NH,),SO,] em g/l.

4.2.2 Resultado do Planejamento 3*' para as Varidveis Sacarose, Na,SeOs e
MgS0O,4.7H,0

Neste segundo delineamento, fez-se um estudo da influéncia do fator
concentracdo de sacarose em niveis maiores que aqueles utilizados no primeiro
delineamento, juntamente com os fatores concentracdo de Na,SeO; e de
MgS0,.7H,0 na producéo de biomassa.

A concentracdo dos nutrientes no meio de cultivo para o preparo do indculo
neste experimento foram iguais a 1,2 g/l de MgS0,.7H,0, 80 g/l de sacarose, 3 g/l
de KH,PO4e 2 g/l de (NH4)2SO,.

No meio de enriguecimento com selénio mantiveram-se constantes o0s
valores das concentracfes dos nutrientes KH,PO,em 3 g/l e (NH,4)>.SO4em 3 g/l.

Os resultados obtidos para a biomassa, assim como 0s valores reais dos
fatores em cada ensaio deste experimento estdo na Tabela 18.

TABELA 18 - PLANEJAMENTO 3*' PARA PRODUCAO DE BIOMASSA

Fatores experimentais Variavel de resposta
Ensaio  Na,SeO, Sacarose MgSO,.7H,0 Biomassa
(mg/)  (gfl) (a/) g/
1 10 80 0,4 5,436
2 10 100 2,0 6,470
3 10 120 1,2 7,489
4 25 80 2,0 5,599
5 25 100 1,2 7,168
6 25 120 0,4 6,979
7 40 80 1,2 5,622
8 40 100 0,4 6,310
9 40 120 2,0 7,061
10 25 100 1,2 7,250
11 25 100 1,2 7,252
12 25 100 1,2 7,250

No Diagrama de Pareto, Figura 12, observou-se que os trés fatores

estudados tiveram uma influéncia estatisticamente significativa para um p < 0,05,
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tanto para seus efeitos linear quanto quadrético sobre a variavel resposta. O termo
linear e quadratico do fator concentracdo de sacarose foi de sinal positivo, sendo o
seu termo linear o que teve maior efeito na produgéo de biomassa, significando que
guando se aumenta a concentracdo de sacarose no meio de cultivo, aumenta-se a

producdo biomassa.

FIGURA 12 - DIAGRAMA DE PARETO DO PLANEJAMENTO 3*! PARA OS
FATORES SACAROSE, Na,SeOz E MgS0O4.7H,0

Efeitos Padronizados; QM (erro puro) = 0,0017093;
R2=0,98567 VD: Biomassa (g/l)

(2)Sacarose(L) b |48,10811—

MgS04(Q) b |19,27468

(3MgSo(L) | |-14,0251

Sacarose(Q) b | 12,04539

NazSe0s(Q) F 9,08281
(1)NazSeOs(L) F 1]-3,96951
1 d . 1

p=,05

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

De acordo com o grafico de Curvas de contorno da variavel Biomassa em
funcdo das varidveis concentragdo de MgSO,.7H,O e de Na,SeOs;, Figura 13, a
maior producdo de biomassa foi obtida no nivel médio dos dois fatores, 25 mg/l de
Na,SeO; e 1,2 g/l de MgS04.7H,O. Diferente do delineamento 1, neste
delineamento conseguiu-se uma producao de biomassa maior com o fator Na,SeO;
estando no seu nivel central, 25 mg/l, do que estando no seu nivel inferior, 10 mg/l, o
que significa uma menor toxidez por parte do Se. Este comportamento deve ser
atribuido ao MgS0O,4.7H,0. Convém ressaltar que 0 magnésio pertence ao grupo dos
macroelementos, que sdo usados em quantidades de g/l ou mg/l, e que uma de suas
funcBes € a de regular o nivel de ions intracelular, como citado por REHM, (1995). A
concentragdo do MgS0O,4.7H,0 no seu nivel central igual a 1,2 g/l é equivalente a 117

mg/l de Mg no meio de cultivo.
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FIGURA 13 - CURVAS DE CONTORNO DO PLANEJAMENTO 3*! PARA OS

MgS0,.7H,0 (g/!)
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Na Figura 14, tem-se o grafico de Curvas de Contorno da variavel Biomassa

em funcdo das variaveis concentracdo de sacarose e de MgS0O,4.7H,0. Para a

obtencdo destas Curvas pelo programa Statistica, o valor da variavel concentracéo

de Na,SeOs foi fixado no seu nivel central de maior producdo de biomassa, 25 mg/l.

FIGURA 14 - CURVAS DE CONTORNO DO PLANEJAMENTO 3*! PARA OS

MgS0,.7H,0 (g/l)

O modelo matemético dos efeitos relevantes para este planejamento ficou:

FATORES SACAROSE E MgS0O,4.7H,0

QM (erro puro) =0,0017093
VD: Biomassa (g/l)

Biomassa (g/l)
7,6
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Biomassa (g/l) = - 7,1086 + 0,2098 [sacarose] - 0,0008 [sacarose]* + 0,0483
[Na,SeOs] - 0,0011 [Na,SeOs]* + 1,9744 [MgS04.7H,0] - 0,7875

[MgSO..7H,0P
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onde [Sacarose] e [MgS0,4.7H,0] séo as concentracdes em g/l e [Na,SeO3] em mg/I.
As melhores concentragcbes dos nutrientes, obtidas ao final destes

delineamentos, para a producdo de biomassa ficaram em: 120 g/l de sacarose, 1,2

g/l de MgS04.7H,0 e 2,0 g/l de (NH4)2SO4, 25 mg/l de Na,SeO3 e 3 g/l de KH,PO4,.

4.3 ESTUDO DAS VARIAVEIS RELACAO C:N E Na,SeOs NA PRODUCAO DE
Seoqrg. E Ser NA BIOMASSA DE LEVEDURA

4.3.1 Resultado do Planejamento 3%° para a Producéo de Seorg.

O presente planejamento fatorial completo teve por objetivo estudar a
influéncia da relacdo C:N e da concentracdo de selenito de sédio na producdo de
selénio organico pela levedura, como também a influéncia deles na quantidade total
de selénio inter-celular na levedura e na producdo de biomassa. Os valores
decodificados dos fatores utilizados em cada ensaio deste experimento, assim como
0s resultados obtidos para as variaveis respostas estdo na Tabela 19.

TABELA 19 - PLANEJAMENTO 3*° PARA PRODUCAO DE BIOMASSA DE S.
cerevisiae COM Seqq.

Fatores experimentais Varidveis de resposta
Ensaio Na,SeO; Relacdo Biomassa . S? . Se total §e_ % de Se
(ma/l) CIN (/) inorganico opm organico organico
ppm ppm
1 10 20 8,207 483,76 513,00 29,24 5,70
2 10 60 9,382 417,31 497,85 80,54 16,18
3 10 100 9,104 370,05 478,12 108,07 22,60
4 25 20 7,931 642,10 731,99 89,89 12,28
5 25 60 9,030 652,86 777,05 124,19 15,98
6 25 100 9,004 385,28 745,90 360,62 48,35
7 40 20 7,866 786,64 1119,36 332,72 29,72
8 40 60 8,765 993,60 1041,49 47,89 4,60
9 40 100 8,941 1035,90 1146,74 110,84 9,67
10 25 60 8,918 928,58 1082,60 154,01 14,23
11 25 60 8,906 862,80 999,39 136,60 13,67
12 25 60 8,921 867,55 1022,66 155,11 15,17

Neste terceiro planejamento experimental, foram utilizadas as concentragoes

dos nutrientes encontradas nos experimentos anteriores, tanto no preparo do meio
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de cultivo do inéculo como no preparo do meio de cultivo de enriquecimento com
selénio, sendo estas concentracfes iguais a: 1,2 g/l de MgS0,4.7H,0, 120 g/l de
sacarose, 3 g/l de KH,POy; e 3 g/l de (NH,4)>.SO4 no meio de cultivo do indculo. Os
valores dos trés niveis da relacdo C:N de 100, 60 e 20 no meio de cultivo de
enriguecimento com selénio foram obtidos respectivamente nesta ordem mantendo-
se fixo a concentracdo de sacarose em 120 g/l e utilizando concentracfes de
(NH4),SO4de 2,4, 4,0 e 12,0 g/l.

Os valores das colunas referentes as variaveis de resposta Se inorgéanico e
Se total na Tabela 19, diz respeito aos teores de Se determinados na biomassa pelo
sistema de espectrofotometria de absorcao atbmica e geracdo de hidreto, sendo que
para a determinacdo do Se inorgéanico foi feita uma digestédo solida de 0,200 g de
amostra com &cido nitrico 70% e acido cloridrico 37%, e para a determinacdo do Se
total foi feita uma digestdo sdlida de 0,200 g de amostra com acido nitrico 70% +
peréxido de hidrogénio 30% e acido cloridrico 37%. A variavel de resposta teor de
Se organico foi obtida por diferenca entre o teor de Se inorganico e teor de Se total
determinados na amostra. Foi feito um branco também, onde o selénio ndo foi

detectado.

4.3.1.1 Variavel dependente: biomassa produzida

Conforme o Diagrama de Pareto mostrado na Figura 15, tiveram efeito
significativo para um p < 0,05, na produgédo da biomassa, o termo linear e quadrético
do fator relacdo C:N, ambos de valor positivo, o termo linear do fator selenito de
sédio, de valor negativo, e o termo da interacdo do selenito de sédio linear com a
relacdo C:N quadrética, também negativo. Assim, a biomassa produzida mostrou
estar relacionada em uma forma néo linear com o fator C:N e tendo o seu maximo
quando o fator C:N é ajustado no seu nivel superior e o fator selenito de sédio no
seu valor inferior.

Através das curvas de contorno, Figura 16, é observado que a regidao de
maior producdo de biomassa é a regido vermelho escuro, onde se obtém
aproximadamente 9,2 g/l de biomassa. Ela estd compreendida entre valores de 60:1
a 95:1 para a relacdo C:N e de 10 a aproximadamente 17 mg/l para a concentracao
de Na,SeOs.



FIGURA 15 - DIAGRAMA DE PARETO DO PLANEJAMENTO 3%°
BIOMASSA

Diagrama de Pareto de Efeitos Standardizados
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FIGURA 16 - CURVAS DE CONTORNO DO PLANEJAMENTO 3%°
BIOMASSA

Superficie Ajustada
VD: Biomassa; QM(erro puro) =0,0033482
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Observa-se também que com a concentracdo de Na,SeOs; no seu nivel

inferior e no seu nivel superior a variagdo na resposta biomassa é de 8,7% e de

13,33%. E ao variar a relagcdo C:N da faixa laranja a faixa vermelho escuro resulta

em uma variagao na resposta biomassa de 5% e de 11,36% para a concentragao de

Na,SeO3 no seu nivel inferior e superior nesta ordem.

Devido ao fato que para regular a relacado C:N, a concentracédo de acucar foi

mantida constante e variou-se a relacdo de (NH4).SO4, pode-se afirmar que o melhor

resultado obtido para a resposta biomassa foi utilizando-se a menor concentragéo de

(NH.)2SO..
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O modelo matemético dos efeitos relevantes para este planejamento ficou:
Biomassa (g/l) = 7,562479 - 0,016504[Na,SeOs] + 0,048550[C:N] - 0,000321[C:N]J* +
0,000001[Na,SeOs][C:N]?

onde [Na,SeOs3] é a concentracao de selenito em mg/l e [C:N] relacdo C:N.

4.3.1.2 Variavel dependente: selénio organico intracelular

Conforme o Diagrama de Pareto mostrado na Figura 17, tiveram influéncia
significativa para um p < 0,05, na producao de selénio organico, os efeitos linear e
quadratico dos dois fatores, a interacao entre o efeitos lineares e as interacées entre
os efeitos quadréaticos e lineares dos dois fatores. Apenas a interacdo entre 0s
efeitos quadraticos dos dois fatores ndo apresentaram significancia estatistica a um
p < 0,05. O maior efeito significativo apresentado foi a interacdo do efeito quadratico
do fator Na,SeO3; com o efeito linear do fator C:N, seguido pela interagdo entre os

efeitos lineares dos dois fatores.

FIGURA 17 - DIAGRAMA DE PARETO DO PLANEJAMENTO 3%° PARA Seorg. NA

BIOMASSA
QM (erro puro) = 220,5057
VD: Se organico (ppm)
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cN@) F i |-8.51254
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(1)Na2SeOs(L) | ! |7,521884
1Lby20 | ! |-7,22308
@ciND) f ' |3,510451
1Qby2Q | -0,00753 i
" " 1

p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Através das curvas de contorno para a producdo de selénio organico, Figura
18, é possivel visualizar as regides de maior producdo de selénio orgénico na
biomassa de levedura. A maior producédo de selénio organico foi obtida com o fator
selenito ajustado no seu nivel médio, 25 mg/l e o fator relagdo C:N ajustado no seu

nivel superior, 100:1, e também quando o fator selenito esteve no seu nivel superior
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igual a 40, e o fator relagcdo C:N no seu nivel inferior igual a 20:1, conforme as
regides vermelhas escuras na Figura 18. Entretanto, esse segundo maior valor
obtido para o Seqyq foi duvidoso se levado em consideracdo um comportamento
observado nos trés niveis do fator selenito de sodio, onde houve um aumento de
Seorg cOm 0 aumento da relagdo C:N. A Gnica excegdo a este comportamento foi o
ensaio 7 da Tabela 19, o qual corresponde ao segundo maior valor obtido de Seq.
Esse valor obtido pode ser atribuido a um erro experimental durante a andlise, vindo
a resultar num valor superestimado de Segg.
O modelo matematico (R?> = 0,99423) dos efeitos relevantes para este
planejamento ficou:
Se org. (ppm) = 108,094010 - 19,092354[Na,SeOs] + 0,789100[Na,Se0s]* +
0,101797[C:N] - 0,045577[C:N]* + 0,360990[Na,SeOs][C:N] +
0,003870[Na;SeO3][C:N]* - 0,019015[Na,SeO3]°[C:N]

onde [Na,SeO3] é a conc. de selenito em mg/l e [C:N] é o valor da relagdo C:N.

FIGURA 18 - CURVAS DE CONTORNO DO PLANEJAMENTO 3?° PARA Seorg.

QM (erro puro) = 220,5057 VD: Selénio organico
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4.3.1.3 Variavel dependente: selénio total incorporado na biomassa

O Diagrama de Pareto obtido para a variavel dependente selénio total
incorporado na biomassa, Figura 19, mostra que a quantidade de selénio total
incorporado na biomassa esta relacionado em uma forma linear positiva com o fator

concentragdo de selenito de sodio adicionado no meio de cultivo, sendo seu efeito
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significativo para um p < 0,05, enquanto que os demais efeitos ndo apresentaram
significancia em um p < 0,05. Isso significa que quando mais selenito de sodio
adicionado no meio de cultivo, maior o teor de selénio total incorporado na
biomassa. DE LEON et al. (2002), observou 0 mesmo comportamento em seus
estudos, de enriquecimento de selénio em Saccharomyces cerevisiae, em quatro
diferentes concentragfes, e declarou que quando mais selénio é adicionado ao meio
de cultivo, mais selénio é incorporado na levedura. Este efeito pode ser melhor
observado através da Figura 20. O modelo matematico (R?> = 0,77713) do efeito
relevante na incorporagao do selénio total na biomassa ficou:
Selénio total (ppm) = 341,165764 + 20,206944[Na,SeO3]

onde [Na,SeOg] € a concentracao de selenito de sédio em mg/l.

FIGURA 19 - DIAGRAMA DE PARETO DO PLANEJAMENTO 3%° PARA Ser NA
BIOMASSA

Diagrama de Pareto; Variavel:selénio total
2fatores 3 niveis, 1 Bloco, 12 Corridas; QM (erro puro) =17848,02
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p=,05
Efeito Estimado (Valor Absoluto)

De acordo com a Figura 20, o meio de cultivo com 10 mg/l de selenito, resultou em
uma biomassa contendo 496,32 mg de selénio total/lkg de biomassa seca. Ja,
guando a concentracdo no meio foi de 25 mg/l de selenito, o teor de selénio total foi
de 816,10 mg/kg de biomassa seca, e para uma concentracdo de 40 mg/l de selenito
no meio de cultivo, obteve-se 1102,53 mg de selénio total/kg de biomassa seca.
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FIGURA 20 - Ser NA BIOMASSA VERSUS Na,SeO3 LC (95%)

VD: Se total (mg/kg)
NOTA: Errros padrdes para médias computadas do QM (erro) = 17848,02
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Estes valores sdo da mesma magnitude que os obtidos por Korhola et al.
(1986), citados por (DEMIRCI & POMETTO, 1999), que relatou o desenvolvimento
de levedura com 500 mg de Se/kg de biomassa seca, que o0s obtidos por
NAGODAWITHANA et al. (1985), em fermentacao fed-batch, com uma producéo de
levedura com selénio ligado organicamente com no minimo 1000 mg de Se/kg de
biomassa seca, também aos valores obtidos por SUHAJDA et al. (2000), que relatou
o desenvolvimento de levedura com 1200-1400 mg de Se/kg de biomassa seca, e
por Gltimo, os valores obtidos por DE LEON et al. (2002), que conseguiu uma
producdo de levedura com 1500-2124 mg de Se/kg de biomassa seca. Contudo, é
importante destacar o fato de que cada autor utilizou-se de procedimentos diferentes
para 0 enriquecimento, desde o uso de frascos de erlenmeyer até o uso de
biorreatores de volume variado, como também desde o numero diferente de
lavagens das células para remocao parcial de selénio inorganico adsorvido na
biomassa até o uso de diferentes instrumentos para a dosagem de selénio. Neste
trabalho foram repetidas 4 vezes a etapa de lavagem enquanto que DE LEON et al.
(2002) repetiu 2 vezes a etapa de lavagem.

Cabe ainda ressaltar que se chegou a valores de 745 ppm de Set com
quase 50% na forma de Seqq (Tabela 18), enquanto que altas concentragdes de Ser

néo garantiram necessariamente alto teor de Seqg..
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5 CONCLUSAO

A melhor composi¢cdo do meio de cultivo para o crescimento da levedura
Saccharomyces cerevisiae em frascos de erlenmeyer de 250 ml foi igual a 1,2 g/l de
MgS0,4.7H,0, 120 g/l de sacarose, 3 g/l de KH,PO,4 e 3 g/l de (NH4)2SO,.

Para a producédo de biomassa de levedura selenizada (Saccharomyces
cerevisiae) comestivel, tendo alto teor de selénio intracelular, os dois fatores
estudados, concentracdo de selenito de sodio e a relacdo C:N no meio de cultivo

mostraram efeito significativo no nivel de 5%.

O melhor resultado de biomassa enriquecida com selénio organico foi obtido
em um meio de crescimento contendo 25 mg/l de selenito de sodio e uma relacdo
C:Nigual a 100 (12 Brix ou 120 g/l de sacarose, proveniente do acucar mascavo, e
2,4 g/l de (NH4)2S0,), resultando em uma biomassa contendo 360,62 ppm de
selénio organico. O segundo melhor resultado foi obtido em um meio preparado com
40 mg/l de selenito de sédio e uma relacdo C:N igual a 20 (12 Brix ou 120 g/l de
sacarose e 12 g/l de (NH4).SO,), resultando em 332,72 mg de selénio organico por

quilograma de biomassa seca.

De acordo com os modelos obtidos pelo planejamento fatorial completo 3%°,
2 fatores e 3 niveis, trabalhando-se com uma relacdo C:N compreendida entre 90:1
a 100:1 e com Na,SeO3; em uma concentracdo de 20 e 30 mg/l, consegue-se obter
torno de 9 gramas de biomassa por litro de meio de cultivo com 300 a 350 ppm de

teor de selénio organico .

O modelo obtido para descrever a quantidade de selénio total incorporado
na biomassa celular mostrou ser uma funcéo linear positiva da concentracdo de
selenito de sodio no meio de cultivo, ou seja, quanto maior a concentracao selenito
de sbédio no meio de cultivo, maior a quantidade de selénio total incorporado na
biomassa celular. No experimento foram obtidos nesta ordem, 496,32, 816,10 e
1102,53 ppm de selénio total dosado na biomassa para 10, 25 e 40 mg/l de selenito

de s6dio adicionados no meio de cultivo.
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6 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

. Fazer um “scale up” do bioprocesso em biorreator batelada nas condi¢oes
otimizadas anteriormente.

. Testar com relagdo C:N superiores para ver o limite de producédo de
biomassa.

. Buscar outras metodologias menos dispendiosas, para dosagem de
selénio organico.

. Fazer analise de especiacdo de selénio para verificar a presenca de L-
selenometionina.

. Testar outros microorganismos assimiladores de selénio, como algas,
bactérias e cogumelos.

. Obtencéao de leveduras mutantes assimiladoras de selénio;

. Estudar a influéncia da quantidade de enxofre no meio de cultivo na
producao de selénio organico.

. Estudar a assimilacdo de selénio a partir de levedura ja enriquecida com

selénio.
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