W YW W W W W W W W W W W W W W W W W W T e e e T T

@%ﬁMA£m07QQZ

T pe

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
UNICAMP

INSTITUTO DE QUIMICA

MONITORAMENTO DA FERMENTACAO DA D-GLICOSE

PELA Saccharomyces cerevisiae POR

MICROCALORIMETRIA DE FLUXO

CARMEN SILVIA RINCON BAZZANI

TESE DE MESTRADO

Orientador : Prof. Dr. PEDRO L. O. VOLPE"

1991



w W W W W W W W W W W W W W W W W W W R e e e e e e T

Aps meus pais, DARCI e CARMEN,

pelo apoic e incentiwvo,

Ao meu marido, JOSE ROBERTO. ..
..com muito amor,

E ac nossco filho MARCELO.



e e e T e e

- W W S e TR W T TR TR T B T TR T TR TR O Twwe TRWE TR TR T

AGRADECIMENTOS

A todos que de uma maneira ou de outra tenham
contribui do para a realizagfZo deste trabalho, e em especial a:

Ac Instituto de Quimica da UNICAMP pelas condi¢Bes para
o desenvol vimento deste trabalho.

Ao CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnoldgicod e a FAEP (Fundo de Apocio ao Ensino e Pesquisa) pelo
apoico financeiro,

Ao meu orientador Prof. Dr. Pedro Luiz O, Volpe pela
amizade, compreensdc e apoio durante todo ¢ transcorrer deste
trabalho.

A Dra. Silvia Y. Eguchi, da Fundag3c Tropical de
Pesquisa © Tecnologia pelo auxilic na preparagdo da cultura de
microorganismos utilizada neste trabalho.

Aos amigos do Laboratédrio de Biotermodindmica, Carmelita
A, Basilio, Claudio Antonic Tonegutti, Eloi A, Silva Filho, Ligia

Dobré e Watson Loh.



INDICE GERAL

iNDICE DE FIGURAS . | I1I
" GLOSSARIO : | IV
RESUMO | | | | v
ARSTRACT _ _ vI
1. INTRODUGZO 1
1.1 DESENVOLVIMENTO DA MICROCALORIMETRIA 1
1.2 CLASSIFICAGXO DOS MICROCALORIMETROS - _ 6
1.2.1 MICROCALORIMETROS DE CONDUGAC DE CALOR 8
1.2.2 CLASSIFICAGXC DAS CELAS DE REAGAO 11
1.3 APLICAGZO DA MICROCALORIMETRIA EM SISTEMAS BIOLGGICOS 12
1.4 LEVEDURAS - FISIOLOGIA E BIOQUIMICA 17
1.4.1 NIVEIS DO METABOLISMC DAS LEVEDURAS. : 19
1.4.2 FASES DO METABGLISMO DAS LEVEDURAS 21
1.5 OBJETI VOS | ' ’ 286
z. PARTE EXPERIMENTAL 27
2.1 PREFAEACED DA CULTUEA DE Se:zcchcerf:myc:e&s cerevisias 2?
2.2 CONGELAMENTO C"FREEZING"Y DA SUSPENSAO DE LEVEDURAS 28
2.3 DEFINICZEC DO MEIO CALORIMETRICO a9
2. 4 EQUIPAMENTO UTILIZADO 31
2.5 INOCULAGZAD 34
2.5 ANALISE DOS TERMOGRAMAS ‘ 37
2.7 EFEITO DA VARIACAC DA CONCENTRACXO DE GLICOSE 398



© oW oW W oW e W W W

2.2 EFEITO DA VARIAGAO DO pH DO MEIO

2.9 EFEITO DA ADIGXO DE SAIS DE METAIS F’E:SADO;S
RESULTADOS E DISCUSSAO

.1 VANTAGENS DA UTILIZAGAO ‘DO MICROCALORIMETRO DE FLUXO
METABGLI SMO DAS LEVEDURAS

O PAPEL, DO OXICENIO NO METABOLISMO DA S. Cerevisiae
TEMPERATURA E pH

CALIBRACAC DOS TERMOGRAMAS

VARI ACAQCO DA CONCENTRAGAC DE GLICOSE

e A O | I Y A

VARIAGCAO DO pH DO MEIO DE CULTURA

m

ADICAOC DE SAIS DE METAIS PESADCS

w
i

ADIGEC DE SULFATC DE CADMIO
CONCLUSZAQ

BIBLICGRAINTA

a h

II

36
41

43
45
48
40
50
53
55
59
64
&7
71

74



€13
=

30

{40
¢80
B2
<72

cel

"INDICE DE FIGURAS

Calorimetro de gelo de Lavoisier

Esquema de construgic de um microcalorimetro

Avali agdo da atividade de antibidticos por

microcalorimetria

Termograma tipico do metasbolisme da levedura

Esquema da via metabdlica anaerdbica

Esquema da termopilha

Esquesma da cela de fluxeo

Esquema mostrando

<

arranjo experimental -

microcalorimetro e microfermentador

(8 Momitoramento do metabolismo da §. cerevistiae

C10D> Microcalorimetria do crescimento da P. phosphoreun

C11D

Cl4D
€150
{160

17

Esquema de um termograma tipico indicando a 4rea de

calibragio

Concentragia de glicose em fungdo do tempo

Log © em fungdc de t

glicose

em fungdo da concentragio de

Tempo de exaustio em funcio do pH

log Q em fungdo de t em fungdo do pH

Perfil dos termogramas com adig3o de cadmio

Log Q@ em fungdo de t em fungdo da concentragio de

cadmio

III1

25
32

24

36
B2

23

357
=4
63
58

89



- s W - — —_— - - - —_— T - — - — - —— S

dg-dt

. DMSO

DsC

fem

. FTPT

In.

MIic

QSAR

tex

TAM

GLOSSARIO

Taxa de varia¢io de calor em fungdo do tempo

Dimetil sulféxide

Calorimetro ds Vafradura Diferencial

Forga eletro motriz

Fundagfco Tropical de Pesquisa & Tecnologia

Inccul agio

Constante de formaglo
Concentragio Inibitéria Minima
Quantidade de caler

Relag3oc entre a atividade biocldgica

gquimica
Tempo de sxaustio
Monitor de Atividads Bioldgica

Unidade formadora de coldnia

v

e

a

estrutura



RESUMO

Nosta tese utilizou-se um microcalorimetro de fluxo para
se estudar em tempo real e in situ” o processo férmntativo da
d~glicose pela Saccharomyces cerevisiae (754 FTPD . Este trabalho
de tese marca o inicio de wma 4drea de estudo no I.Q.
Cmicrocalorimetria biolégicad onde o processo moetabdlico de uma
cultura bem definida de microorganismos é estudada no interior de
um microcalorimetro.

O indculo utilizado foi preparado na FTPT, com contagem

viavel de 10° células /ml e estocado om nitrogdnic liquido. O meio
de cultura foi padronizado - meio definido, e o pH de trabalho foi
de 5,0 com atmosfera de Nz na temperatura de 300 K.

Estudou-se o efeito da variacdo da concentracio de
glicose, do pH'do meio de cultura (de 2,1 até 7,00 e o efeito da
adic3o de metais pesados, cobre, ferro, cadmio, zinco e mercirio.

Na regiZo de pHré,O a 6,0 obgervouwse un minimo nos
valores de tex o consequentemente uma maior inclinagio nas curvas
log Q x t obtidas.

A concentracioc inibitéria de cada metal pesado estudado
foi encontrada, sendo que para o zinco,ferro e cobre obteve-se um
valor de 10"2}4, para o mercurio 107*M e para o cadmio 10" %M. Um
ofeito inesperado foi observado para a adicdo do metal cadmio que
aoc contririo dos outros metais potencializou a producdo de calor

no processo em concentragdes menores que a inibitdria.
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ABSTRACT

In this work a flow microcalorimeter was used to study
tn situ and in real time the fermentative process of d-glucose by
Saccharomyces cerevisiae (FTPT 7543, This work mark out the
begining of a research area (biqlogical microcalorimetry) in the
I.Q. where a metabolic process was studied by pumping a defined
medium plus microorganisms through a microcalorimeter.

The inocula was prepared by FTPT with viable count of
107 cells»ml and was stored in liquid nitrogen. The medium was
standarized - defined medium, and the process was studied in
N2 atmosphere at 300 K and pH=8, 0.

The eoffect of glucose concentration, pH of the medium
(from 2,1 till 7,0) and addition of heavy metals salts as copper,
iron, cadmium, zinc and mercury was also studied in this work.

The wvariation on the glucose concentration affected
exponentially the exaustion time. A minimum value of ‘tex was
observed in pH range 4,0 - 6,0. Consequently a higher slope for
curves log Q x t was obtained. )

The inhibitory concentration of each studied heavy metal
added to the medium was determined. For zinc, iron and copper the
concentration was 10-2ﬂ and 1O~4H, 10_3H for mercury and cadmiuwm
respectively. An unexpected offect for the addition of cadmium was
observed compared to the other cations. The addition of cadmium

has potentialized the heat output productioneven in lower

concentrations than the inhibitory one.
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1INTRODUGAO

1.1 Desenvolvimento da Microcalorimetria

A medida do calor em processos quimicos € bastante
antiga quando comparada com varias técnicas de interesse atual na
guimica. Cértamente o calor €& um dos fendmencs mais comuns da
natureza percebidos pelc Homem, a explicag3c deste fendmenc ha
alguns séculos atris se encontrava entre um dos maiores problemas
apontados pelos cientistas que trabalhavam nesta &rea, entre os
quais se encontravam, Lavoisier, Kunckel, Boerhaave e outros (13,

Sem entrar em detalhes, da busca de entendimento sobre o
que dizr respeito a4 natureza do calor, pode-se mencionar uma frase
de Kelvin aplicavel ac calor “"Quando vocé pode medir aguilo sobre
o Gue voc& estd falando & expressd-lo em numeros vocé conhece
alguna coisa sobre ele; e guando vocé ndo pode expressd lo em
nitmeros o seu conhecimento & do tipo pobre e insatisfatdério”.

Durante longe tempo muitos pesquisadores tentaram
relacionar © calor com outras propriedades mensuraveis, como as
variagBes de mazza @ da tesmperatura. Ho casc daz variag@ss de
massa algumas conclusBes errdneas foram obtidas devido ao fato que
ne processo da combustio em gque uma certa gquantidade de calor
estava envol vida também se observavam varia¢Bes de massa, por&m
foram necessarios experimentos muito cuidadosos por Kunckel em
1716, Boerhaave , 1732, Lamonosov, 1758, Lavoisier, 1774 e outros
para demonstrar com uma exatidic razodvel gque n3o ocorrem
variac3ss de massa em processos térmicos que se desenvolvem em

sistemas fechados (1D0.
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A maior parte dos processos que ocorrem na natureza,
sejam eles guimicos, fisi;os, ou biolégicos, sZo acompanhados pela
iiberagﬁo ot1 absorgio de calor. As quantidades de calor est3o
relacionadas com a extensdo do processo, e o calor envolvido num
dado processo € proporcional a intensidade e a velo;idade deste
processo. A calorimetria devido a sua importancia na termodin&m@ca
serve como uma ferramenta analitica geral, pols apresenta um
grande potencial de aplicag@es na guimica, fisica, e especialmente
nas ciéncias bioldégicas (2).

£ intereszante citar gque foi durante o século XVIII gue
se iniciou o desenvolvimento da calorimeiria come ciéncia.

O conhecimento das variaveis dos processos gque envolvem
efeitc térmice e dos métodos de mani?ulaqﬁo desenvol veram- se
gradualmente ® o entendimento da natureza do calor se tornou mais
preciso. No inicio do século XVIII nenhum método para a medida de
calor era conhecide, ja no fim deste século o calorimetro havia se
tornade um  instrumento de trabalho amplamente wutilizado para
pesquisa, de forma que durante o século XVIII e inicio do XIX a
combustio e a natureza do caleor se tornaram um dos tdépicos mais
estudados na gquimica, devido ac estudo geral destes fendmenos
estarem apenas iniciando.

Os mais proeminentes quimicos daquele periodo se
conceniravam em maior ou menor grau nos estudos do calor e alguns
deles na célorimatria experimental. Entre eles est3o Boerhaave,
Fahrenhsit, Lamonosov, Black, Watt, Crawford, Kerwin, Cavendish,

Lavoisier, Gadolin & Dalton.



Desde entdo a - calerimetria  vem contribuindo
frequentemente com dados de grande importéncia para os quimicos 7
praticos & para o d9$$n*;rolvi mento da teoria das intera<;8ér$
quimicas, estes dados estioc sendo medidos a uma velocidade
continuamente crescente, e com grande confiabilidade para uma
grande wvar iedade de substancias e uma ampla faixa de condig¢Tes
fisicas.

Um dos primeiros registros da t;zt.ilizagfé‘c da calorimetria
com a finalidade de se estudar os sistemas bioldgicos foi por
volta de 1780 guando Lavoisier e Laplace util_izando um
calorimetro de gelo, figura (1), estudaram a liberagfic de calor
por pequenos ani mais © correlacionaram o calor produzide com a
respira¢io e a massa destes animais. Nestes experimentos a Agua
formada pelo derretimento do gelo era recolhida e pesada assim que
o sistema atingisse a temperatura do gelo, calculando a _seguir a
quantidade de calor liberada pelo processo a partir de valor do

calor de fusio do gelo,
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Figura 1 ~ Calorimetro de gelo de Lavoisier C1)
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Muitoz anos depois Calwvet 9. Frat (2) e=tudaram o calor
envolvido mno crescimento de Escherichia coli, e obtiveram
informagSes sobre a velocidade de crescimento das coldnias de
bactérias, bem como da variagfo do nimero de unidades de bactérias
com o tempo. Desde entZo a calorimetria se desenvolvia e "se
formava como uma ferramenta analitica para © estudo de sistemas
bicldgicos. 0 projeto de construgBoc e as propriedades destes
calorimetros, apropriados para pesgquisas bioguimicazs e bicldgicas
foram revisados em (2, 4, B, 8 e 7 , onde alguns principios
calorimétricos s3o  disculides, bém COmo a aplicagdo de
microcalorimetros em sisztemas de natureza bicldgica.

Q0 uso de macrocalorimetros & indicado para trabalhos
calorimétricos em solugi3o de sistemas simples , enguanto em
trabalhos em sistemas mais complicades, como os bicoldgicos, o uso
de microcalorimetros & mais adeguado. NEo existe uma disting3o
preciza entre macreo & micro calorimetros , mas neste contexto o©
prefixe miereo indicea gque o esguipamento utilizado & de alta
sensibilidade & a amostra utilizada ¢ muitc pequena. Embora os
microcalorimetros estejam sendo usados para o’e$tudo de muitos
pProcessos Cmedidas de calores de combust3o, calores de
vaporizagdc, capacldads calorifica, setc, D o tipo de
microcalorimetro gue & o© mais apropriado para aplicagSes
microbiclégicas e analiticas deve ser capaz de operar com reagles
em soluglo. Quandoe se trata de calorimetros gque utilizam
quantidades de reagentes muito pequenas os volumes das amostras

s3c tipicamente da ordem de um ou alguns mililitros e a



sensibilidade & adequadaA para medi das da ordem de micromoles de
substincias. A sensibilidade a efeitos térmicos & usualmente da
'or dom de O,1 a 1uW @ para instrumentos usados om gstudos de
processos lentos a estabilidade da linha de base fregquentemente
corresponde a ordem de 1 2 wuWo/dia, Em sintese as  seguintes
caracteristicas dos microcalorimetros que s3o importantes para
aplicagBes microbioldgicas analiticas s3o: 1 - sensibilidade; 2-
reprodutibil idade, 3 precisdoc, . 4-facilidade de operagio,

8- seguranga de operagio ¢ SG-economia no uso de materiais.

1.2 Classificacdo dos Microcalorimetros

Desde o© trabalho pioneiro de Black ¢ o de Lavoisier (1D
utilizando © seu calorimstro de gelo, a evoluglo tecnologica dos
calorimeiros até a atualidade tem =idoc consideriavel. Este
desenvol vimento tem sido proporcionado pela evelugEo de
componentes e sensores eletrdnicos como por exemplo © tefmistor
(8) que permite detectar variagles de temperatura da ordem de
10 . 0s termistores ainda apresentam muitas ocutras wvantagens:
eles sfHo pequenos, tém baixa capacidade caleorifica e respondem
rapidamente & variaglss de temperatura. O termistor deu um grande
impulso ao dessnvolvimento doz microcalorimetros isoperibdlicos e
de isolamento adiabatico (23. Calorimetros iscperibdélicos possuem
uma Jjagusta com tempesratura termostaticamesnte controlada. Caso o
calorimetro 2 a jagueta diferirem na temperatura, calor &
transferide entre eles. Es;t,@ escoamento de calor pode ser

calculado pela leli de resfriamento de HNewton e a entalpia da
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reag3ic pode ser calculada.

Em calorimetros com isciamantm adiabatico a temperatura
da vizinhanga acompanha a’ da -cela de reagic e teoricamente niEo ha
troca de calor com o meio ambiente.

Estes calorimetros nZo s3oc apropriados para estudos de
processos envolvends microorganismos, porgue eles dependem de
medidas de wvariacl@es de temperatura para sua operagdo e também sdo
do tipo batelada com as suas desvantagens decorrentes.

Um tipo particular de microcalorimetro de reagdoc ¢ o
microcalorimetro de combust3o, que foi usado para determinar o
calor de combustio de células de funges e assim fazer uma
tentativa para avaliar os parametros termcdinamicos de crescimento
de microorganismos (8). Um tipo importante de calorimetros ndo
projetados para a investigagZo de reages s3o os instrumentos
utilizados para a determinag¢®c de propriedades de substéncias,
como por exemplao: capacidadé calorifica. Uma wvariedade deste Lipo
& o calorimetro de wvarredura diferencial (DEC ‘D gual pode ser
usado para testes de identificagdo, ;;ureza de compostos quimicos,
temperatura de transigico de fase, etc. (8D,

Calorimetros gue operam com base na taxa de
transferéncia de (dg-dtd calor foram desenvolvidos nos anos 40 o
50 e se mostraram adequados para o estudo de reagles lentas, mas
ainda requeriam grandes volumes e pequeno tempo de resposta e eram
ainda do tipo batelada {(103.

A capacidade atual de se esstudar processos senvolvendo

microorganismos por calorimetria & devida ao desenvolvimentc de
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modernos calorimetros isotérmicos diferenciais, projetados par&
operar com peQuenO$ volumes de amostras éo.z - 1,0 mld,
quantidades de reagentes da ordem de micromoles, e permitem a
medida de liberag¢lo de energia muito lentas com alta precisHo
C0,1% num nivel de 200 uWl.

O desenvolvimento de tais calorimetros ocorreu com a
introducSc de sensores térmicos baseados no efeito Peltier também
conhecidos como termopilhas ou dispositivos termosletrdnicos.
Eztez componentes foram dessnwvolvidozs durante a-prcgrama gspacial
russo e americano para serem utilizados cémc microrefrigeradores.
Na &rea de microcalorimetria weles s3o utilizados como sensores
térmicos e Jjunto com os amplificadores operacionais de alto
desempenhoe propiciaram um grande avange na medida de efeitos
termices muito peguasnos (112, Atuzlmente o célcrimz'stru isctérmico
de condugio de calor oferece a melhor oportunidade de sucesso para
a2 maioria das aplicagcgBSes microbicldégicas. A propriedads de operar
isotermicamente & importante porque os microorganismos crescem a
temperatura constante e seu metabolismo & melhor entendido como

uma fungHo da temperatura.

1.2.1 Microcalorimetros de Conducioc de Calor
Microcalorimetros de fluxec de calor ou de conduglc de
calor sZo atualmente o tipo de microcalorimetro mais largamente

utilizado para estudos termodinamicos e analiticos (12).
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A maior parte dos microcalorimetros, figura 20,
utilizados com a finalidade de estudos microbioldgicos apresentam

os mesmos principios de construgdo (13D.
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Figura 2 — Esquema de construgXo de um microcalorimetro (13D
a—cela de reagdo; bntermopilha; e—-trocador de calor;
d- isolamenio térmico; e~ banhe ilermostatizado;
f- amplificador g~ regisirador

Estes microcalorimetros s¥o construidos baseados no

principio *twin"” isteo &, cada cela calorimétrica ¢ encaixada
entre duas termopilhas circundadas por peguenos blocos de
aluminico ou trocador de calor. As " termopilhas em cada cela

calorimétrica s#oc conectadas em série e os dois pares de
termopilhas (cela amostra e cela referéncial entHo formadas s3o
conectadas em oposigBo e mantidas no interior do bloco

calorimétrico com temperatura contreolada. O bloco calorimétrico &
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entio fechado num recipiente de ag¢o, & mantido num banho de ar ou
de &gua. Quando as. jungB®es da termopilha s3o mantidas em
tempesraturas difsrentes uma f.e.m & produzida, & de mansira
inversa quando uma corrente & aplicada numa termopilha, wum
conjunto de jungles torna-se mais quenie e o outro torna-se mais
frio (Efeito Feltierd (E). O processo a ser estudado deve seor
realizade em uma das celas, enhquanto a outra & utilizada com wum
sigtemé nIo-reagente, isto € sistema de referéncia. Desta forma
sinais n3o desejéveis tais como flutuagdes de temperatura no
trocador de calor irZo afebtar ambas as celas na mesma intensidade,
portanto se © sinal diferencial das duas celas for registrado, os
disturbios seric ent3o cancelados. Esta & a principal vantagem dos
calorimetros que utilizam o principio "twin'", gque ¢ de muita
importancia nos estudos que duram por longés periodos como por
exemplo=as fermentagdes industriais e © acompanhamento de alguns
processos microbioldgicos. Estas termopilhas sZo sensiveis a uma

diferenca de um milionésimo de graus Celsius entre a cela da

amostra & o trocador de caleor ., esta difesrenga de voltagem
produzida gera um sinal gque & amplificado e registrado. As
constantes de calibragsdo s3o normal mente detesrminadas

eletricamente, © a sensibllidade de alguns aparelhos & 10 "Watts e
a estabilidade da linha base & 1uW-dia. Para processos no estado
sztacioniarico & wvoltagem nos terminaiz da termopilha (mVo &
diretamente proporcional A4 taxa de liberag3o de caicr no
calorimetro, ou seja, a potdncia, W=dg-dt .0 calorimetro aiua COomo

um watimetro regiﬁtrahdo a curva de wvoltagem versus o tempo, que &

10



diretament e rel acionada a cinédtica do  processo estudado
C(V=k.dgsdtDd , cuja integragfio leva a Q=k.V.t, sendo ent3oc a
quantidade de calor enveolvida no processo proporcional 3 4rea sob

a curva (13D,

1.2.2 Classtificacic das Celas de Reagdo

As celas de rea¢Zo num sistema caloriméirico podem ser
classificadas de acordo com o sistema de mistura utilizado:
1 ~batelada ("batch”ld ; 2-fluwxo; 3-ampola {(13),

Nos caiarimétros do tipo batelada a cela de reag8o tem
dois compartimentos, a mistura ¢ feita mecanicamente fazendo—se a
rotagico da cela de reagfo. Unm dos compartimentos pode ser parte
integrante da cela de reag3o ou uma microseringa que adiciona -um
dos reagentes.

J4 os microcalorimetros com cela de fluxe podem ter
celas de reagdo do tipo flow-mix Cmist.ura“com fluxoed onde as
solugSes (reagentes) se encontram ¢ sfo misturados dentro da cela
de reagZo, ou do tipo flow-through (fluxc continuod que pode s
um tubo simples em forma de serpentina. Este tipo de cela de £1uxo
é adequada guando se ﬁece$sita ostudar processos lentos, como por

exemple crescimentc anaerdbice de leveduras, em que se faz

11
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necessarico bombear o meio de cultura do farment#dof para a cola
calorimétrica. Neste casoe a mistura pode ser descartada ou
retornar para o meio reacional.

Se a mistura reacional for altamenie vi scdsa ’
particulada cou sélida, de forma gue n3o possa ser bombeada pode-se
usar uma c<ela de reagic do tipo ampola, que na sua forma mais
simples consiste num tubc estatico hermeticamente selado, podendo
na sua forma mais complexa também ser incorporadas agitagio e
aerag¥o, Os varios projetos de celas de reagfo para estudos de
liberagSc de calor por culturas microbianas foram discutidos por

Beezer, Perry, Chowdhry e colaboradores, e Wadss, (6, 14, 15, 16).

1.2 Aplicacio da Microcalorimetria em Sistemas Biolégicos

A liberagic de calor em experimentos bicldgicos,
celulares e bioquimicos & frequentemente pequena, © que torna a
microcalorimetria devido & sua sensibilidade wuma ferramenta
analitica bastante apropriada para o estude c:_iestes fendmenos.

A microcalorimetria & uma técnica analitica n3o
especifica e n3o destrutiva para a caracterizagloc o acompanhamente
em Lempo real de processos e progressos de crescimento e morte de
microorgani smos,

A importAncia do calor como uma maneira de monitorar em

tempo real o possivelmente controlar processos fermentativés &

12
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refletida no aumento crescente de publica¢l@ies na area (7, 17, 18,
18, 202.

O dados da literatura tém mostrado que a taxa de
produgio de calor em processos fermentativos e de crescimento de
microorganismos pode ser Gtil de diversas maneiras tanto na
pesquisa académica como na industrial,

Nos dltimos anos, o desenvol vimento e otimizagice dos
métodos de controle e suas aplicagBes nos processos fermentativos,
tém acarretado um crescente aumento no nuimerc de instalagles
altamente instrumentadas tantoc a nivel piloto come a nivel
industrial. © usc de computadores na indistiria de fermentag3o €
relativamente recente, sendo as primeiras descri¢les de
fermentaglies cﬁntrciadas por computador datadas de 17 ancos
atras C130. |

Um dos problemas principais da aplicag8o de técnicas
computacionais ac estudo da fermentagic tem sido a dificuldade de
se controlar adeguadamente ‘concentragsgs de substrato, massa
celular e produtos intra e extra celulares C(13).

A microcalorimetria dJde fluxo se apresenta como uma
técnica geral e n3o especifica, fato este que representa uma
limitagio para muitos tipos de problemas analiticos. Entretanto em
bioquimica e biclogia a especifidade inerente aocs sistemas de
reacioc permite © uso de um método analitico n3c especifico com a
perspectiva de oblengio de resultados reprodutiveis e com boa

precisfo.
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Deve também ser lembrade que a utilizag®o de um método
n3c especifico mostra-se vantajoso na investigagdo de todas as
espécies de processos, e em particular para aqueles muito
complexos, oomo por exemplo em sistemas fisicldgicos pois permite
a detecgio do processo coms um todo, uma vez que o© isolamentc dos
VArios processos individﬁais & bastante dificil e demorado,

Com a utlizag8o da microcalorimetria os processos
biolégicos continuos podem ser estudados com a vantagem adicional
de nZo haver perturbag¢io do sistema pela adi@ﬁo de reagentes,
retirada de aliquotas ou por imposicg3io de radiag8o.

For meic desta técnica o calor produzido por todos os.
eventos metabdlicos que ocorrem num meio de cultura podem ser
registrados ::a::;;n?dinuamente sem porturbar o processe e em tempo
real, cobtendo-se aszim o registro gréfico da liberagio de calor no
meio reacional através da curva dgsdt ZpW em fungde do tempo
(seg), chamada curva p-i ({(poténcia - tempo) C(IUPAC-IUPAR IUB,
Intesrunion Commizsion on Biéthermodynamics, 18820 (213 £ usada
para delerminar in situ a medida da atividade biolégica de
compostos, o©ou associagio de compostos, bem comeo o crescimento e
atividade de  fungos, biomassas, testes do potencial de
antibidticos, wvariagic da entalpia de transferéncia de fése em
sistoemas de solventes modelos e em microorganismos e efeito
hidrofébico C222,

Os primeiros experimentos calorimétricoé em
microorganismos visando medir o calor da fermentag3o foram feitos

em enormes tonéis de cerveja , em 1888 por Dubrunfaunt C16D.
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SZo muitas as aplicagBes da microcal ori motria de fluxo
em sistemas bioclégicos registradas até o momento e algumas
revisdes relativas a este assunto s3c encontrados em literatura
B, 7, 16D. |

Perry e colaboradores, (23, 24) fizeram estudos Vsobre a
microcalorimetria do crescimento da Saccharomyces cerevisiae em
diferentes condi¢@es, tais como: indculo, concentragic de glicose,
e também wutilizando meios complexes come melago estocadoe em
diversas temperaturas.

Manomura, €17), estudou o metabolismo aerdbico da
S.cersuisiae s da S. carlsbergensis nﬂcrccalorimetricam@nté.
variandoc as condigBes do indculo ,a concentragfoc de glicose e a
temperatura utilizando a glicose c'omo fontes de energia e carbono.

Recentemente a microcalorimetria foi wutilizada para
estudos termocinéticos do metabolisme bacteriano, Chang~li e
colaboradores, (18) estudaram a cinética do melabolismo da E.cold
utilizande um microcalorimeiro de fluxo LKB-Z277 e obtiveram
virias egquagdes termocinéticas para os diversos tipos de
metabolismo desta bactéria. Kurvits, estudou a cinética de reag¢fes
enzimaticas, utilizando este mesme tipo de microcalorimetro.
Dentre elas pode~se destacar a hidrdlise da sacarose pela
invertase, (253.

A utilizagso da microcalorimetiria de fluxo no
monitoramento da atividade bioldgica em tratamento de esgotos,
reproesenta um grande desenvolvimento das aplica¢Bes industiriais

desta Lécnica realizado por Jolicoeur, (26).
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‘Uma aplicag®c bastante difundida desta técnica & a-
avaliag%o da atividade biolégica de compostos antibidticos o
antimicédti cos bem como desinfetantes e baclericidas. Beezer e
Wadss (B, 16, 270 desenvolveram um procedimento calorimétirico 'que
permite testar muitos antibidticos com a vantagem de ser nmuito
mais répido que o tradicional método de difusSc em placas de
agar—agar. Har tung, caEs, '293 estudou = efeito  de trés
antibidticos, Penicilina &, Oxytetraciclina e Polymyxina B em.
culturas de L. coli e também utilizou a microcalorimetria para
fazer a distingio entre antibidticos e desinfetantes para um largo
espectro de c&mpostcs (28,2¢). Num trabalho recente , Beezer (272
fez um estudo de QSAR Crelagfo entre a atividade biocldgica e a
estrutura guimica) estudando o efeito de alguns antibiéticos tais
comoe a Candicidina, a Anfotericina B, a Nistatina e outros em
culturas de S$. cerevisiae obtendo as concentrag@es inibitérias
minimas CMIC) para estes agentes bioccidas, alguns resultados por

ele obtidos estio na figura (3.

{a) ) ti (b)
r l guman!o
= a concentragdo
< [¥] ’ da droga 9
© Z
z tad
il o
s o]
& iy & I
A v - — - — e, XV
TEMPO —e TEMPQ ———
Figura 2 - Avaliag3o da atividade de antibidticos por

microcaleorimetria (272
Cad) i~ curva p-L de crescimentc de 5. cerevisice;
ii- Resposia desia levedura a antibidticow.

Cb) curves p-i, para wvdrias conceniragdes de anlibidticos.
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Fode-se observar que a altura (intensidaded da curva p-t-
decresce com o aumento da concentrag®o do antibidtico e concluir
que a microcalorimetria ¢ uma técnica adequada para a avaliacdo da
acBe de biocidas, .porém faz-se necessaric um controle

rigorosc das condi¢B@es experimentais.

1.4 Leveduras - Fisiologia e Bioquimica

As leveduras pertencem ao grupo dos organi smos.
eucaridticos mais simples, sendo predominantemente unicelulares e
se reproduzem vegetativamente, Estes organismos sempre atrairam o
interesse de cientistas como um sistema modelo para o estudo de
graus mais elevados de evolugdio e de propriedades gerais do
metabolismo e crescimento de plantas e animais (B). Mas ao mesmo
tempo, elas sZHo de grande importincia como fator essencial na
produgiio de pies, cerveja, vinho & etancl bem como uma excelente
fonte de proteinas e gorduras com uma alta concentragio de
vitaminas @ sais minerais (16J.

As leveduras possuem a capacidade de crescimento em
guantidades inexpressivas de fonte de carbono, como por exemplo
rosiducs de bebidas alcodlicas, abrinde assim, uma nova dimensZo
no duelo da humanidade contra a fome e a desnutrigfo.

Economi cameﬁte ‘as leveduras est3oc entre os mais
importantes microorganismos explorados pelo Homem. As suas maiores
aplicag@es comerciais se encontram na panificag3o, como suplemento
alimentar humanc e animal, e na produgZoco de estancl tanto para

bebidas alcodlicas como para fins sintéticos. No Brasil, a
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produgde de etancl assume grandes proporgfes face sua utilizag3o
como combustivel por parte substancial da frota nacional de
veiculos. Esta levedura também tem sido extensivamente utilizada
no estudoc da gendtica, crescimento & bioguimica das células
eucaridticas (63.

As fontes de.carbono e energia utilizadas variam de
acordo com a espécie da levedura, sendo de muita importancia na
c1a$sifica¢”a“o = identificagio destes microorganismos.
Anaerobicamente a Saccharomyces cerevisiae £ éapaz de utilizar
glicose, frutose, manose, galactose, Sacarose = maltose.
Aercbicamente eostas células podem utilizar adicionalmente fontes.
relativamente simples de carbono, como por exemplo Acidos
oxaloacéticos e a—citoglutaricos. Os substratos usados por ocutras
legvoduras incluem polissacaridios, polidis e ili drocarbonestos (82,

Os fatores de crescimento por ela exigidos s3o diversos.,
as suas necessidades mais  comuns $éa por biotins, Acido
pantoténico, inositol, tiamina, Acido nicotinico e piridoxina.
Adicionalmente, sob condi¢@es anaerdbicas as leveduras necessitam
de uma fonte de esterol.

Todas as leveduras s3o capazes de utilizar {ons aménio
como fonte de nitrogénic e algumas delas ainda podem utilizar
nitrato.

¢ efeito de paréinetrcs fisicos (temperatura, agitagfo,
pH e atividade da Aguad no crescimentc e melabolismo das le;reduras
tem sido bastante estudade (303, A temperatura minlima de

, . : o
crescimente de muitas cepas de levedura ¢ cerca de O C, eombora
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cepas obrigatoriamente psicréf‘ilas sfo capazes  de crescer a
temperaturas t&c baixas como -7°C. Com excess3o destas cepas a
temperatura maAxXima para o crescimento estd eontre 30 e 4-'?0(:,
entretanto © rendimento c¢elular e a formag3co de produtos
geralmente n3Io s3o maiores na temperatlura maxima de ‘cresci.mento.
Muitas levedura$ crescem melhor em pH dcidos sendo que o pH Stimo

para © crescimento da §. cerevisiae & cerca de 4,8.

1.4.1 Niveis do Metabolismo das Leveduras

Numa &tica termodindmica um microorganismo pode atingir
trés niveis diferentes de atividade metabdlica, cada  um
correspondends a um estado estacionario. Estes diferentes niveis
de metabolismo foram estudados. micro?:alorimetricamente por
Chang-Li @ colaboradores (182 e podem ser descritos por
parametros gue s3o independentes do tempe ou variam muit.c
lentaments gquando -comparados a outras constantes de tempo de
reacBes blioguimicas.

& primeiro nivel corresponde a mais baixa atividéde
metabdlica & & devido aoc mstabolismoe enddgenc da célula. Tal
metabolismo € definide como todas as reagles metlabdlicas gue
ocorrem no interior da célula wviva guandeo &la & mantida na
auséneia de compostes ou  elementos qué podem  servir como
substratos exégenos. Nesta situag®o o organismo & sxclusivamente
limitado & sua prépria reserva de nutrientes, principalﬁemte o

glicogénic no caso das leveduras.
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0 segundo nivel dé metabolismo & o© de manutengio.
Enquanto © metabolismo enddgeno ¢ limitado pei o tempo devido ao
esgotamento das substancias de reserva e é seguido pela morte da
ecédlula, o metabolisme de manutengdo mantdm a célula viva por
periodos t3¥o longos quanto o substrato exdgeno for disponivel. A
manutengcio nas leveduras pode ser tanlo aerdbica quant;o anaerdbica
dependendo das condigfes externas. Como n¥o ocorre nenhum
crescimento nesta situacHo, a energia externa e as fontes de
carbono, glicose no caso, s3o usadas somente gﬁara o suprimento
energétice da célula. Esta eﬁergia ¢ consumida em diferentes
processos gque mantém a célula viva; ressintese de macromoléculas,
CRNA, proteinas, polissacaridecs e materiais da parede celulard,
regulagem do wvalor de pH , pressio @srﬁ(&ti ca no citoplasma

transporte ativo dentro da célula (160,

o terceiro niwvel de metabolisme corresponde ao
crescimento. Neste estado sIo necessarias fontes de energia
externa, bem come trageos de elemsntos e vitaminas. Muito

freguentemente a fonte de carbono e de energia ¢ a mesma, por
exemplo a glicose para a S. cerevisiae mas também s3o possix;eis
subztratos uma grande variedade de outros carboidr a{.os »
hidrocarbonetos, amincidcidos ou misturas pouco definidas como ©
melago. A intensidade de crescimento & determinada por parametros
externos principalmente: tipo e concentragZc dos substratos e
metabdlitos, valores de pH, aerag3o, agitag3o, tempera{,ura e

concentragioc de células.



1.4.2 Fases do Metabolismo das Leveduras

o] crescimento tipico de wuma cultura microbiana &

indicade por uma relacfo sigmoidal entre o fator de crescimento

Cnumerc de células, volume de cultura, peso seco, turbidez,
produgdo dé calor ou metabdlito) e o tempo, e pode SE!I; dividido em
cinco periodos distintos (160,

1> A fase "lag" ou de adaptaglio, quando as células sido
tranferidas para um meio recém preparado. Durante este periodo nio
ocorre nenhum crescimento e as células esti3c produzindo as
quantidades necessarias de enzimas para o catabolismo.

22 A fase de aceleracgio onde se inicia o créscimento,
porém este ndc obedece a uma lel exponencial.

32 A fase "log" ou exponsncial, onde o aumento no ndmero
de células € exponencialmente dependente do tempo, ou através de
uma transfor magic matemitica o logaritime do nimerc de células €
funcieo linear do Lempo. |

423 A fase do retardacio onde uma baixa concentragio de
substrato ou alta concentracdc de metabdlitos limitam a velocidade
de crescimento.

5> A faze sstacionaria onde pardmstros externos inibem
crescimentos futuros. Isto pode-se dar devido a diminuigdo na
quantidade de substrate ou variagSes de pH do meioc de cultura ou a
condigBes nFo favoraveis de concentragic de metabdlito,

Na dltima fase as células estic completamente vivas mas
come as fontes de ensrgia ja foram esgotadas elas tém que utilizar

o metabolismo enddgeno que & limitado pelo tempo. Portanto
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frequentomente se inclui uma sexta fase, a fase da morte lenta.
Todas ostas fases s3o prontamente reconhecidas num
ter mograma dg-dtCuwWd =« tiseq?, que pode ser obtido por

microcalorimetria de fluxo, e visualizadas na figura (4).
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Somente a fase exponencial de crescimento corresponde a
um estadoe estaciondrio termodinimico, com wvalores especificos
constantes , como o auments do nimero ou peso das células, taxa de
producio de calor ou taxa de catabolismo. As outras partes numa
curva de crescimento s3o periodos de transigico de um estado
estacionarico com uma répida alterag3o de parametros. Quando a
cultura microbiana tem seu crescimento limitado, nio pela fonte de
energia mas pelas fontes de fosfato ou nitrogénio o estado
estacionario de crescimento € trocade pelo estado estaciondrioc de
manuteng®¥o = guando a fonte limitante é.extinta este & trocado
pelo estade estacionirice do metabolisme enddgeno depois da
extingdo da fonte de energia.

Desta forma as quetdes interessantes de transigio de
fase na termodindmica de processos irreversiveis podem ser
prontamente estudados em culturas microbianas.

0O catabolismo da levedura pode se dar na auséncia ou na
presenga de oxigénio livre, mas esta propriedade pode variar

bastante nos diferentes tipos de leveduras.
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Quando o catabolismo ocorre em condig&és .anaerébicas é
chamado de fermentagio e quando ocorre em condig@es aerdbicas &
chamade de respirac¢io cujas equagfes s3o:

para a fermentagio

CoH1206 4+ 2ADP + 2Pi  + 2C2HsOH + 2C0z2 + 2ATP

e para a respiragdo |

CoeH1206 + 60z + 38BADP + 38Pi +» BCOz + BH20 + 3IBATP

Estas duas equagBes demonstram a grande vantagem
energética da respirag8c sobre a fermentagioc e indica que o©
metabolismo enddgeno deveria ser aerdbico do ponto de vista de
economia de enérgia livre. 7

Pasteur sugeriu que a fermentagfo seria a vida sem ar,
isto &, o suprimento de enargié livre sem o envolvimenta de
oxigénio. A energia livre que acompanha o meltabolismo de 1 mol de
glicose é somente -253 kJ para condig¢Bes anaerdbicas, comparado
com —287 kJ sob condig¢les aerdbicas.

Na figura (5) estZo sumarizadas as principais etapas do
catabolismo anerébice da glicose, onde apartir de 1 mol de glicose
s¥c formados 2 moles de etancl. Pode- se observar gque este & um
processo favorecido energeticamente com um AG de -1785 KJ por mol

de glicose (31D.
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1.5 Cbjeti vos

Um dos objetivos deste trabalho foi a padronizacfo das
condi¢Bes experimentais (meio de cultura, indculo, temperatufa a
sensibilidade do aparelhol para que se pudesse fazer um estudo
sistematico da fermentaggq da glicose pela Saccharomyces
cerevisiae utilizando se para istco um microcaleorimetro de fluxo
LKB- 2277 TAM -  Monitor da Atividade Biolégica. Uma  vez
estabelecidas as condig@es experimentais, fez-se um estude do
ofeito da wvariaglo de alguns parametros: concentragiio de glicose,
pH do meio, e também estudou-se o eofeilo da adigdo de alguns {ons
metdlicos, cobre. mercirio, ferro, cidmic e zinco. A partir do
estudo dos termogramas obltidos mediu-se o tempo de exaustfio e a
area sob a curva , o que nos permitiu obter as seguintes curvas
tex x [glicosel, tex x pH @ as curvas log Q x L. A medida de dg-dt
medida pela area Cem™d sob a curva representa o calor liberado em
Joules neste tempo L e um grafico de log Q x t fornece a taxa de

liberag8io de calor do processc estudado em fungHo do tempo.



e T e e s W TEE T T TR T S ' e

e e T W e e e R S W W TR AW R W T AR TR TR e TR e AR

o

2. PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Preparacao da Cultura de Saccharomyces cerevisiae

A cultura de Saccharomyces cerevisiae ol preparada na
Fundag¢3o Tropical de Pesquisa e Tecnologia.

Todos os meios de cultura e os materiais utilizados para
o preparco da cultura de leveduras foram esterelizados em autoclave
a 121°C e 2 atm por 30 minutos e a manipulac8o do meio em todas as
etapas ' foi feita em atmosfera estéril {capela com luz,
ultra- violetal.

A cultura de Saccharomyces cerevisiae (FIPT 7542 da
colegi3c de culturas da Fundac3o Tropical de Pesquisa e Tecnologia
Ctrabalho em colaboragio) que se encontrava liofilizada em ampolas
de vidro foi reativada, tranferindo-se o indculo nela contido para
um tubo de ensaio que continha meio de cultura GYP Cg-s1ll; glicose
4,0; peptona 5,0 ; extrato de leveduras 2,0. Procedeu-se entdo a
incubagio numa estufa por 20°¢ e 24 h.

Fez-se uma repicagem, ou seja, uma nova inoculagioc da
cultura contida no tubo de ensaic num erlenmever contende 100 ml
do melo GYFP e incubou-se poer 24 h a 30°¢, posteriormente fez- se

uma nova repicagem transferindo-se a cultura contida no erlenmeyer

-para um fermbach gque continha 1,5 litroz do meic YM .Cg/l).

glicose, 100 ; peptcona, 5,0, extrato de malte, 3,0; extrato de

leveduras, 2,0; © incubou-se por 24 h a 30°C em atmosfera
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aerédbica, com agitagio magnética.

it} célul aé foram ent3o separad:as @ suspensas em
solugio salina de Ringer (gr13, NaCl, 6,0 ; KCl, 0,42; CaClz,
0,48; NaHCOa, 0,2. Em seguida foram centrifugadas a 4000 rpm, a
lavagem e a centrifugagfo foram repetidas por 3 vezes. Obleve-se
um “creme" de leveduras ac qual se adicionou 200 ml de solugZo de
Ringer com 10% de dimetil sulfdxido (DMSOD.

O DMSO adicionado apresenta a propriedade de agir como
agente anti —congelante, ou seja, ele impede a fofmaggo de gelo no
interior da célula e desta forma, evita gque haja rompimento da
membrana celular (32D,

A contagem vidvel desta suspens3o de leveduras foi feita
em placas de ?etri, utilizando como meioc de cultura o PCA da
Merck, fez-se a inoculagdc da suspensioc em placas nas seguintes
diluig®es: 107°M, 10™*M, 10™M, 10™°M, 10™M, 10™°M, 107°M e
incubou-se a 30°C por 24 h, procedendo-se entfEoc a contagem viavel
a olho nu, wvisualizando as coldnias formadas, o wvalor encontrado
foi de 2x10° unidades formadoras de coldnias em um mililitro
Cufcsml, oLl seja a1 0? células viadveis de Laccharomyces

cerevisige-mld.

2.2 Congelamento ("Freezing™) da Suspensio de Leveduras

A suspens3c de células foi acondicionada em canudinhos
de polipropilenc (canudinhos de refrigesrantes? com 3cm  de
comprimento, e selados com auxilio de uma pinga na chamé de um

bico de bunsen, confokme o descrito em (32D,



Em cada canudinho foram colocados 280ul da suspens3o de
leveduras wtilizando-se uma micropipeta, depéis de devidamente
lacrados, colocou-se quatro canudinhos em cada ampola criogénica
de polipropilenc (18x35mm, Sterilin Ltda. >3, previamente
esterelizadas. Estas ampolas foram encaixadas nos furos de uma
placa de isopor, a uma distincia de Sem na sﬁperficie do
nitrogénico 1liquido contido num recipiente de aluminiec até que
atingiésem a temperatura de -90°C, usande uma modificagZo da
técnica descrita em (330, e entdo resfriadas rapidamente a -1908°C
mergul hando—as em nitrogénio 1i§uido.

O primeiro resfriamento foi acompanhado por um
termdmetre de Alcool c-120°C até -30°C) colocade numa ampula de
polipropileno.

Apds o "freezing" fez-se uma nova contagem viidvel para a

qual se obteve o valor de 5x10 ufc/ml.

2.2 Definic&o do Meio Calorimétrico

Uma etapa importante deste trabalho de tese foi a
padronizacio do meio de cultura utilizado.

Varios experimentos calorimétricos foram realizados
utilizando--se® meios de cultura com diferentes composigles.
Inicialmente fez-se alguns testes nos quais ndo se utilizou meio
de cultura tamponado, porém os termogramas cbtidos ndoc
apresentavam boa reprodutibilidade, eram bastante indefinidos e o
pProcesso metabdlice era extremamente longo, durava cerca dé 36h.

Fazendo se medidas do pil do meio, wutilizando se um
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pHmetro (Micronal B73213, constatou-se que havia uma variagioc de pH

inicial B,4 até um valor de pH final de 3,1, do inicioc até o fim

do processo metabdlico, ou seja, havia um aumentc de mais de duas

unidades <de pH, © gque representa um aumentic de cem vezes na

concentrac o de H® do meic de cultura.
Definimos entico o que neste trabalho
chamade de meic de cultura padri3c tamponado

apresentava a seguinte composigdo.

de pesquisa foi

em pH 85,0 qgque

Tabela 1 — Composicio do meio de cultura

COMPOSTO FORMULA MARCA CONCENTRAGZAD
UTILIZADA Cgr1>

fosfale dcido NHaBHPOs Velec-PA 4,000

de sddio

sulfato de MgZ0a. 7HzO Velec-PA 1,000

magneeLc

cloreto de CalClz. 8HzO Cinética ©,168

calcio Quimica~PA

cilrate CoHsNaz07, 2H20 Velec~Pa 19,2

Lrisddico

acido CoHalv7, HaO Ecibra-PA 7,350

citrico

extralo de - - pifico-PA 1,000

leveduras

glicose CeH1200 Reagen-PA 4,000

riboflavina - BDH-PA 0,005

VOLUME FINAL DO MEIO

DE CULTURA - 50ml




Todas as scolug@es foram preparadas utilizando-se agua
bidestilada, previamente deaerada. Os componentes do meio de
cultura foram pesados erﬁ pesa-filtro esterelizados e o© mais
préximo possivel do momento da inoculag3o para que a contaminag¢fo
por microorganismos indesejaveis fosse minima de forma a ser
desprezada. A riboflavina foi adicionada na forma de solugdo

C0,iml de uma solugic 0,5g 1.

2.4 Equipamento Hilizado

Utilizou-se um microcalorimetro de fluxoc LKB-2277-TAM - |
Thermal Activity Monitor, com volume de residéncia de 0,5ml, a
temperatura de seu banho de igua interno foi mantido a 330(:, num
ambiente termostatizade a 28 O.SOC, o rﬁeio de cultura foi
bombeado a uma velocidade de 41lml-h com o auxdlio de uma bamb?.
peristaltica LKB-21322. Utilizou-se o© sistema de calibrag®o
estdtica para uma sensibilidade de 300u¥ no registro do
termograma, este tipo de ‘calibragdo permite que o papel do
registrador figque calibrado diretamente na poténcia de use, no
caso 300uW.

O sistema de detecgZo & constituido por termopilhas,
figura (82, que detectam pequenas variag¢8es na temperatura do meio

de cultura, 10°°¢ ®c ciad.
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Figura 6 - Esquema da termopilha
Esta detecgio £ feita continuamente de modo que o
equilibrioc térmico no fermentador nic seja perturbado.

Como © sistema calorimétrico n3o pode ser esterelizado



pelos nétodos convencionai s faz-se uma descontaminagfio apds cada
experimento bombaandé a um fluxoe de 4iml-h ;-:or 30 minutos no
sistoma de fluxo as seguintes solugBes nesta sequéncia: NaOH 0,1M;
HC1 0,1M; Hzobideat. ; | Genapol O,1M; ﬂzObi.deut. ; etanol;
Hzobi.dest. ;. metanol; Hzodaaemda. Com este procedi ment,c? de lavagem
garante-se a desinfecgio do sistema, removendo as células de
leveduras gue porventura se ténham depositédo na cela de reag3o,
também se obitém um aumento na molhabilidade da superfiecie do
teflon, evitando-se assim a forma¢3o de bolhas qﬁe poderiam vir a
prejudicar o3 resultados obtidos. . |

Utilizou-se o sistema esquematizado na figura (82, onde.
num microfermentador de volume aproximadamente Y8ml, adiciona-se
50ml do meio definido, acopla-se entidc um sistema de borbulhamento
de nitrogénioc livre de oxigénio, com uma entfada para a adig3o do
indculeo e/0uU retirada de amostras. Conectou-se ac microfermentador
um gondensador de refluxo para se garantir que durante o
exper imento fosse mantido o volume do meio constante. O
fermentader foi entioc selado com filme polimérice C(magipackd.

O mlicrof‘er mentador foi mantido sob agitag3o magnética
constante dentro de uma jagqueta com circulagBoc de Agua
termostaticamente controlada, na temperatura de 33 * 1%,

¢ fermentador, a barra magnética de teflon e o
condensador foram previamente lavados com etanol o esterelizados
om estufa a 110°¢C per 1h.

A cela de reagio do microcalorimetro utilizado é ldo tipo

“flow-trough®, ou séja fluxe continuo que consiste num tubo
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capilar de ouro montade de forma aspiral e encaixado entre duas
placas de cobre de forma que haja um excelente contato térmico com

as termopil has, figura (70.

Entrada Sqgida

Fligura 7 - Esquema da cela de fluxc (132

O meioc de cultura ac entrar no microcalorimetro passa
por uma nova termostatiza¢3o mais precisa pois hid um intervalo de
aproximadamente S minutos entre o meio de cultura sair do
fermentador e entrar na cela de fluxo, & possivelis variagSes de
temperatura deste trajeto n¥o t,ermostati‘zado certamente
acarretariam erros na medida experimental.

Quando © meioc de cultura sal da cela de fluxe retorna
novamente para o fermentador de forma ciclica sem gque haja

perturbag¢io do processo.

2.5 Inoculac3o

Depois do sistema devidamente montado figura (8 ¢ o
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meic de cultura colocade no fermehtador, inicia-se ent3o o
bombeamento deste meio pela cela de fluxo do ﬁicrocalorimetro por
30 minutos a um fluxo de 4iml - h com a finalidade de se cobter uma
termostatizag¢io mais preéisa e uma linha de base eostivel nb
registro do termograma.

A ampola de polipropilenc contendo o m&i; de cultura
foi entdc retirada do cilindro criogénico = descongelada num
banbho a 33°C por dois minutos, adicionou-se O,28ml do indculo nela
contido ao meio de cultura.

Como hi um hiato temporal de cinco minutos até que o©
meio inoculado atinja a cela de fluxo do microcalorimetro
inicia-se © registro da curva poténcia-tempo (Lermograma’ somente

quando decorride este intervaloc de tempo apds a inoculag3o.
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2.6 Andlise ch:»é Ter mogramas

Viilizando~se © que foli definido como meic padrio,
ocbteve—se o termograma controle, figura {43, nas condig¢Ses
experimentais j& descritas e rigorosamente controladas. Todos os
termogramas obtidos neste trabalho apresentam o mesmo perfil. ©O
registro de todos os termogramas nZc foi colocado nesta tese peois
optamos por representid-los na forma de graficos. Para analisar um
termograma procedeu-se da seguinte forma:

‘1-‘Diviviu—$e o termograma de hora em hora a partir do
ponto da inoculag8oc até o final da fase exponencial (tempo de
exaustio) e inicie do declinio da curwva.

2- Uilizando-se um planimetro (Zeiss) fez-se a medida
de Area sob a curva (energia = calor produzido) de hora em hora
Cem em>D.

B~ Fez-se graficos de tempo de exaustio em fungfSo da
variavel estudada.

4—~ Fez-gse graficos a partir dos valores do logaritimo da
Area medida (calor produziﬁo) em fungfo do tempo,

A Area sob a curva p-t € a integral

J":: g‘g v rRi% = O « Ampz x Seg = Joules

te1 = 0 -~ Ltempo de inoculagHo

Se a medida da area sob a curva, for feita num intervalo
de tempo qualqguer, o valor obtido é numericamente igual ao calor
liberado no processo (em Joulesd neste intervalo de tempo.

Observou-se que somente a partir do inicic da fase

exponencial se obtinha reprodutibilidade na reta cobtida de log Q
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em funglo de t, mesmo porque neo intervaio de uma hora as aArcas
oram dificeis de se medir nesta regifio inicial, foi entio
estabelecido que s8 seriam utilizados os valores de area a i:artir
do inicio da fase exponencial devido 4 imprecisic nas medidas.e a
grande falta de reprodutibilidade nos valores obtidos a partir de
medidas desta regido. Além disto, como ja foi comentado
anteriormente, a fase exponencial de produgdo de calor corresponde
a um estado estacionidric termodinimico com valores especificos
constante# come aumento dos produtos, aumento da taxa de produgdo
de calor, etc. N

C final da fase exponencial que & gquando o metabdlito se
esgota (1682 (no nosso caso a glicose) & denominado de tempo de
exaustio, tex, e & um dado importante de ser observado quéndo se
analisa um termograma do tipo do da figura (43,

Todos os termogramas obtidos neste trabalhe foram sempre
comparados com o obtide utilizando-se © meioc definide gue recebeu
o nome de controle.

Pode-se estudar o comportamento das curvas prt mediante
a variagf¥o de alguns parametros do meio de cultura. Para que este
estudo fosse possivel utilizou-se para comparagfc o meio definido
e as condigBes experimentais padrio, e altercu-se apenas o
parametro estudado. Mesmo quando da adi¢Zo de algum oulro elemento
estranho ao meio definido o volume final do meio de cultura fol

fixado sempre em S0ml.
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2.7 Efeito da Variac30 da Concentracio de Glic_ose

A  Saccharomyces cerevisice & um tipo de levedura
bastante resistente e capaz de adaptar seu metabolisme a diversas
condigBes C32). Em escala industrial ela & utilizada para diver's.os
fins Cpanif‘icagﬁo, cerveja, vinho, Aalcool, etc.d, sendo que enm
cada um deles ela é submetida a diferentes condig®es. Na inddastria
alcooeira o mosto da cana pode se apresentar com diferentes
concentra;&?as‘ de agdcar, dependendo do sclo onde a cana foi
plantada, da quantidade de chuva, da presenga ou nic de irrigagfo,
da wvariedade da espécie, por isto € importants se estudar o
comportamentos desta levedura em diferentes concentracBes de
glicose & obsservar o quanto é afetada a velocidade e a intensidade
do processo.

Fez-se as medidas utilizando-se o mesmo procedimento ji
descrito apenas variando-se a concentragio de glicose do meio de
cultura. Utilizou-se as seguintes massas de glicose (g-l): 4,0;
4,3; 5,0; 5,5 e 6,0, A partir das medidas da tex e dos termogramas
dg-dt = t obtidos nestes experimentos constru&u—se os graficos

das figuras (120 e (12) respectivamente,

2.8 Efeito da Variacd3o do pH do Meio

O pH do meio de cultura & um fator importante quando se
tem em mente o estudo do crescimento microbianco. As células de
Saccharomyces ceorevisiae se desenvolvem numa ampla faixa de

valores de pH, porém a wvelocidade de produg8o de calor e a
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quantidade de calor produzida sao ba$tant'e influenciadas pelo
valor do pH do meio. Este efeito foi 9$tudado‘numa faixa de pH de
2,1 até 7,0. A escolha desta regiac de trabalho se deu porgque eom
valores de pH mencres que 2,1 nd3c havia nenhuma réSpcs;ta no
registrador, ou seja o crescimento era totalmente inibido devidoe &
grande acidez do meio, e em valores de pH maiores que; 7,0 havia a
formacio de um precipitado no meio de cultura, que era de cor azul
e de apardncia floculenta, provavelments devido a precipitagioc de
sais do meio aderidos na superficie da levedura.

A partir das diferentes solu;ées tampac preparou-se
diferentes meios com diferentes valores de pH, ulilizou-se o meio
definido exceto o icido citrico e o citratro de sédic em um baldoc
volumétrico de BO0ml utilizando a selugfo témpéio como soivent,t-:f.

As  soluglBes tampdc foram preparadas com a seguinte
composigEo C34):
pH 2,1~ 80ml de biftalato de potdssic O,1M 4+ 38ml de HCl O,1M
pH 2,6~ S0ml de biftalato de potassio 0,1M + 22ml de HCl O,1M
pH 3,0- 80ml de biftalato de potidssio 0,1M + 18,8ml de HCL O,1M
pH 3,4- 50ml de biftalato de potidssio O0,1M + 8,2!'111 de HCL O,1iM
pH 3,9- 30ml de biftalato de potassioc O,1M + 0,iml de HClL O,1M
pH 4,5~ S50ml de biftalato de potassic 0,1M 4+ 8,7ml de NaCH O,1M
pH 5,0 S0ml de biftalato de potassio O,1M + 22,0ml de NaOH O,1M
pH 5,5- B80ml de biftalato de potassioc 0,1M + 36,6ml de NaOH 0,1M
pH 6,0- S5O0ml de fosfato didcido de potassio 0,1M +

13,9m1 de NaOH O,1M
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al

pH ), S Soml de  fosfato  didcido dé potdssio 0,1M +
5,6ml de NaOH 0,1M
pH 7,0~ 50:;11 de fosfato didcido de potissio 0,1M +
28,1ml de NalOH 0,1iM

A partir das medidas de tex e dos termogramas dg-/dt = t

cbtidos nestes experimentos construiu-se os grificos das figuras

ES

(142 e (1585,

Para preparagf3oc destes tampl@es utilizou-se os seguintes
reégentes:'

Biftalato de potiassioc - PA Vet,ecr

Fosfato didcido de potassio - PA Vetec

HC1l - PA Merck

NaOH - FA Merck

2.9 Efeito da Adic3o de Sais de Metais Pesados

O sais de melals pesados podem agir come agentes
anti-microbianos, dependendc da concentragfo em gue se encontram
ne meio de cultura, uma vez gue estes cétions apresentam a
propriedade de se complexarem com enzimas especif"icaﬁ da levedura.

Estudou-se o efeito da adigio de cobre, mercdrieo, ferro,
cadmio & zinco. Estes cations foram estudados pois, com excess3e
do cidmic @ do mercdrio, normalmente estio presen{,es no mosto da
cana de aguicar, provenientes de fertilizantes ou por sua presenga

natural no solo. Adicionou-se ao meio de cultura os seguintes sais

de metais pesados, nas seguintes concentragBes:

a1
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havia inibig¢fo total do processo fermentativo, dg-sdt = O.

CuSOs. BH20 - € 10 "M, 107*M,107°M,1072M,10™*M >

HgCOAcdz - € 10 M, 107 "M, 107%M >

FerCla.BH20 - € 10 °M,107*M,107M,1072M,10™M >
CASOe. BH20 ~ € 107°M,107°M,107*M,10™M,10™°M >

ZrS0s. 8H20

C 107°M,10™*M,107M,1072M,10™*M >

Estes sais foram adicionados até a concentragdc em gque

*

A fermentaciio feita em presenga de acetato de mercdrio

foi conduzida na auséncia de luz, para se evitar a oxidag3o do

metal.

Reagentes utilizados:

Sulfate de Cobre — Reagen—-PA

Sulfato de Zinco - Fisher Scientific Company-PA
Acetato de Mercidrio - Reagen—PA

Clorete de Ferro - Mallincrodi- PA

Sulfate de Cadmio - Art Lab-PA
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O recente interesse pela microcalorimetria biolégica'éos
Gltimos anos deve-se ao fato desta ser uma técnicé rapida,
sensitiva, discriminadora e n3oc destrutiva para o estudo de
sistemas bioldgicos.

Uma grande vantagem desta técnica & a possibilidade de
se trabalhar com suspensSes grosseiras; material colorido e
sistemas heterogéneos. A principal aplicagdo da técnica
microcalorimétrica em biclogia tem sido no estudo do metabolismo
microbianc & isto se deve ao fato de que calor é produzido dur anté
o metabolismo de um microorganismoe e possivel de ser monitorado
por  um microcalorimetro sensivel. O calor liberado por unidade de
tempo € uma m@dida da poténcia liberada do sistema. Esta técnica
permite o @studo da variagio da composigdo do meio, da cultura
utilizada, e da influéncia de elementos estranheos sobre o
metabolismo do microorganismo estudado.

Neste trabalho se fez necessiria a padronizag3o do meio
de cultura o das condi¢Bes experimentais e do indculo, pois devido
% alta sensibilidade da técnica utilizada, pequenés alteragfes em
quaisquer das condi cOes experimentais acarreta uma grande
distorg3o nos resultados obtidos. E interessante observar que a
fermentag8o da sacarose nos processos industriais (ex. produgdo de

etancol) ocorre com o chamado mosto na concentragio de (18 brix =
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180 g-1) de glicose e a quantidads dé levedura & cerca de 10% om
volume da dorna de fermentagBc (35, Neste  trabalho, a
concentrag¥o da fonte de carbono & cerca de 40 vezes diluida em
comparagio com © processo industrial citado. Baseada neste fato
observa-se a alta sensibilidade da técnica utilizada neste

trabalho para monitorar em tempo real um processe de fermentagio
da glicose pela Saccharomyces cerevisiae. ’

O principic de operag3o de um microcalorimetro que opera
segundo o principico "twin” e diferencial € muito simples. Uma cela
de amostra com wvolume de O,85ml no caso de microcalorimetros de
fluxo é circundada por dispositives termoeletrénicos ou
termopilhas encaixadas por sua vez dentro de um trocador de calor
de grande . massa e alta capacidade calorifica. O trocador de
calor @& mantido a uma temperatura programada que pode variar de 5
a 05% I 0,0001"(:. Qualqi.ter processo térmico que ocorra na cela de
amostra resul.t.a numa diferenga de temperatura AT aparecendo entdo
um fluxe de calor dgsdt através das termopilhas. As termopi lhas
da cela de amostra s3o conectadas em oposig8o as termopilhas da
cela de referéncia, para eliminar gualguer efait:o interferente do
meio = o sinal resuliante da vol tagem & amplificado
diferencialmente o registrado. O sinal obtido & relative 3 taxa de
variagfc do fluxo de calor com o tempo (poténcia ou dgsdid que &

registrada como uma fungio do tempo (curva poténcia-tempo, p-t2. A

estabilidade do sinal é a mesma da flutuagBc da linha base num
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periodo de 24h, ou seja n3c mais do que 0,1uW €36D.

3.1 Vantagens da Utiliza¢8So do Microcalorimetro de Fluxo

1~ Devido & alta sensibilidade desta técnica -pede-se
sstudar o efeito de substincias estranhas ac meie, no nosso caso
sais de metals pesados em concentrag¢gBes tic baixas como 107°M,
foram estudados fornecendo mais informagles e de forma maisr
ripida, do que os métodos tradicionais de investigagdo da inibicZo
de microor ganismos.

Z2- 0 método microcalorimétrico ndo requer solugdes
transparentes, podendo se utilizar solugles coloridas, turvas ou
atd mesmo suspens@es, e esta 'propri edade & de fundamental
importéncia num trabalho como o desta tese.

3- O sistema pode ser automatizado.

4~ Pode ser estudado o efeito de variagBes sutis das
condi¢Bes experimentais comoe pH, Lemperatfug:ra, concentragdo de
metabdlito e condig¢gBes do indculo.

5~ Podem ser realizados sstudos cinéticos de interagio

de agentes antimicrobianos, observando seus efeitos na produgio de

calor,

8- O micrcca'lori_metro de fluxeo pode ser conectado a um
fermentador externamente no qual a cultura cresce. Todas as
manipulag@es s3io realizadas no fermentador, de forma gue o

equilibric térmico no micrecalorimetro ni3o & perturbado.

7- Podem ser realizadas medidas simultineas na cultura
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como pH, consumo de substrato, contagem viadvel das células, etce.,

uma vez gque o© volume da linha de fluxo é muito pegqueno guando

Acomparado av volume da cultura,

8--. Microcalorimetria de fluxo registra o metabolismo
total do ;ﬁicroorganismo, isto a torna uma medida maisgs real do
gistema vivo do gque as técnicas analiticas em que um Unico
parametro do metabolismo celular é medido, por exemplco volume de
COz.

G— A medida & realizada em tempo resal, e o resultado
obtide da curwva p-t & a taxa de liberagdo de calor em fungdo de
tempo em qUES © Processo ocorre.

10~ Esta técnica tem aplicabilidade direta nos processos
industriais pols pode-se utilizar meios de crescimento reais como
mel ado, most o de cana de agtcar, leite, sangue, etc.

Certamente esta técnica apresenta desvantagens, como
qualquer outra gque sioc as seguintes:

1+ A concentragio de células- deve estar na faixa de 10%

b4

3 10 células- ml.

- 23 um tempo de aproximadamente B minuitos entre a
inoculagfo & o© inicio da detecglZo no microcalorimetro, de forma
que reagles muito rapidas nio podem ser estudadas.

Z- Nos processos fermentativos hid a liberagio de COz,
que pode ficar depositade no tube de teflon ma forma de belhas
causando distorgB@es na curva p-t, porém o procedimento de lavagem

do sistema calorimdtrico descrito na parte experimental pode

minimizar este fato.
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4— HMNum processo de. cre$ciﬁtento ﬁicrebiano pode haver
deposi¢io de células na cela de fluxo, e se nSo for realizada uma
lavagem bem .f‘ eita pode haver interferéncia nos experimentos
subsequentes.

w

Para se assegurar a obtengfo de bohs resul tados deve: s
controliar al gumas variiveis expsrimentais. Entre elas estio:

1 — Deve~se trabalhar com um meioc quimicamente definido,
com capacidade de tamponamento suficiente para prevenir variagSes
de pH durante o processo estudado.

2- Deve-se wutilizar um indculo padronizado, estocado em
ampolas criogénicas a temperatura constante, —i@ﬁoc‘. com  uma
contagem viAavel fixa e bem determinada.

23—~ Agitag3oc constante e uniforme.

4 Atmosfera controlada, seja ela anaerdbica ou
aerdbica.

5~ Hantar o fermentador e o calorimetro termostatizados
a3 mesma temperatura, com os tubos de teflon o mais curte possivel
para se minimizar as trocas de calor durante o trajelto do
fermentador ac calorimetro.

6— Velocidade de bombeamentoc constante através do
sistema calorimétrico feito por uma bomba peristdltica previamente
calibrada.

- Wilizar um condensador de refluxo no

microfermentador de forma a manter o volume do meio constante,
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2 Utilizar o fermentador e os demais materiais
esterelizados para minimizar a contaminagioe por microorganismos

indesejavels.

3.2 Metabolismo das Leveduras

Ouve-se fr eéuentemente que as leveduras est3o
intimamente associadas com ‘a evolugiFo da humanidade quando
compar édas a outros grupos de microorganismos. A capacidade de
fermentacio das leveduras foi amplamente explor ada por séculos na
fabricaciic de paes e bebidas.

Cl assicamente, cepas de Saccharomyces cerevisiae sio
usadas no processe  fermentativo, mas outras leveduras que

fermentam substiratos de interesse sio:

MICROORGANI SMO GUCARES FERMENTADOS
Xiluyveromyces sp lactose, insulina, sacarose

Pachysolen tannophilus ' xilose, glicose
Candida shehatae xilose, glicose
Pichia stepitis =xilose

Entre eles o Kluyveromyces € uma levedura com grande
potencial para aplicagfo industrial. Uma cepa. de K?.uyvefomyces
marxianus & capaz de produzir Alcool a temperaturas de 30 a 48°¢
355, .

O rendimento alcodlico do XKluyveromyces em mel'at;:o de
cana ¢ geralmente mencor gque os observados em glicose, indi-cando a

presenga de aglUcares redutores n3c fermentesciveis no meio, ou
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ent3c uma deficiéncia nutricional. | Eistudc.a's dés;te tipe podem
melhorar mais o desempenho desta linhagem, torﬁando seu use viavel
nas usinas de fermentagfo (38D,

No éntanto a fermenta¢lo alcodlica clissica é pro_c:essadé

com leveduras do género Saccharomyces, predominantemente a

Saccharomyces cerevisiae.

3.3 0 Papel do Oxigénio no Metabolismo da Saccharomyces cerevistae

A Saccharomyces cerevistae usada nas fermentagfes
alcodlicas &€ um microorganismo anaerébicé facultative, portanto
cresce tanto na presenga como na auséncia de oxigénio.

Nas condicBes de anaerobiose ssta levedura produz etanol
e COz a partir da glicose e outros aglcares através do
metabolismo fermentativo:

CoH120s + 2ADP + 2Pi » 2Cz2HsOH + 2CO + 2ATP

Em presenga de oxigénio, todo aglGcar & convertido em

células de Agua e C0z, através do metabolismo oxi;iativo:
CsH1206 + 50z + 3BADF + 38P1i o+ 6C0z 4+ BSH20 + 3BATP

Na maioria das vezes , © limiar destesldois metabol i smos
& indistinto, o os dois s=sistemas s3oc coexistentes durante a
fermentagio.

Embora a fermentagioc alcodlica seja classicamente
considerada como totalmente anaerdbica, indmeros pesquisadores tém
mostrado gque tragos de oxigénioc estimulam a velocidade de
fermentagic (Efeito Pasteur Negatived (182. A maioria das cepas de

Saccharomyces cerevisiae tambédm requer oxigénio como fator de
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crescimento, peois o oxigénic mol ecﬁl ar & fundamental para a
biossintese de acidos graxos insaturados, 1i pf. dios da membrana e
esterdis. Os niveis de oxigénic necessarios para atender esta
demanda s8co muitc peguenos (da ordem de 1ppmd e por tanto‘, sua

determinag¥o e controle € muito dificil.

3.4 Temperatura e pH

Temperatura e pH s3c dois pariametros importantes que
devem ser sempre considerados gquando temos em mente o controle
bicldégico de um processo (35).

A  temperatura &tima para o crescimento e para a
fermentagio estid geralmente ac redor de 35°¢, este valor depende
muite da cepa utilizada, mas o comportamenté do crescimento em
curvas de temperatura € sempre o mesmo, a velocidade aumenta até
uma temperatura Stima e depois decai rapidamente. Come a
fermentacio & .um processo exotérmico é sempre recomendivel operar
abaixo da temperatura dtima (283,

As leveduras s3o conhecidas por sua grande toleri3ncia a
variag@es das condigBes de pH. Este fato & alt,a;mcante favoravel a
sua utilizag®o na indGstria, pois permite operar na faixa de pll 4
a 4,5, enguanto a maior parte dos microorganismos nZo s3o capazes
de se desenvolver nestas condig@ss, diminuindo assim o risco de
contaminagic por microorganismos selvagens. Devido a isso muitas
indGstrias alcooeiras utilizam biocidas agressives como o 3dcido
sulfdrico, wum produto baratoc e bastante iédxico, ao invés de se

usar as penicilinas e os sais guaternarios de ambnic que s3c bem
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mencs téxicos e possuem atividade biocida em concentragdes
relativamente baixas (353,

Recentemente tem se notade crescente interesse em
métodos analiticos adequados para o monitoramento de processos
fermentativos, e particularmente em instrumentagfes "on-line” e in
sttu. E cada vez maior a necessidade de instrumentos analiticos
"on-line” de resposta rapida. Tradicionalmente o pH, niveis de
o génio, concentragfo de substrato s20 medidos simultaneamente ao
monitoramento e controle da temperatura e do fluxo de gas. A
concentracio celular € medida turbidimetricamente "off-line” e as
concentra¢®es dos produtos principais e do substrato sao
analisadas por métodos analiticos adeguados tais como
cromatografia a gas, espectrometria de massas ou
espectrofotometria. O balango de massa pode sér‘ normalmente obtido
a partir destas medidas. O complemento natural para o balango de
massa ¢ o balango térmico e um dos métodos mais apropriados para
obté-lo € a microcalerimetria.

iinden e colaboradores (370 estudaram o crescimento da
Saccharomyces cerevisiae, utilizande a glicose como fonte de
carbonc e energia. Este estudo foi feito com monitoramento
simultineo de um microcalorimetro e de um flucrimetro, com
objetivoe de medir a liberag¢fo de calor em fungdo do tempo e a
fluorescéncia do nucleotideo NADH a 340 nm. A pH 4,5 eles

obtiveram os seguintes resultados, mostrados na figura (9.
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Figura 9 - Monitoramento do metabolismo da 5. cerevisiae
a-medida calorimédirica teacala da eaquerdal e flucrescéncia

temcala da direitar. b- medida de pH. (32

Pode- se cbservar na figura (9) um comportamento tipico
da Saccharomyces cerevisiaé de crescimento bifisico. Na primeira
fase o etanol foi produzido num metabolismo mixto
respiro-fermentative das células. Na'transigﬁo de fase as células
s8c adaptadas a utilizar primariamente o etanol, que &
metabolizado na segunda fase de crescimento (372,

Hartung {38 estudou o metabolisme de uma bactéria
luminescente, a Fhotobac terium phosphoreumn utilizando um

microcalorimetro de fluxc e dois foto detectores para monitorar a

"produgdc de calor durante o© crescimento de culturas deste

microorganismoe. Os resultados deste {trabalho mostrados na figura

Ci02,
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Figura 10 -~ Microcalorimetria do crescimento da P. phosphoreun

Comparagio entre a produgdo de caltor o a emissiio de
luz pora o crescimento de uma cultura de F. phosphoreum.
S=inceulagsds. (am

O resultado por ele obtido mostrou que a emissico de luz
pela cultura estudada em seu crescimento inicia quande a fase
logaritmica de crescimento estd em fase avangada, isto significa
que n3c hid paralelisme enire o crescimento ¢ a emissdoc de luz no

metabolismes desta bactéria.

3.5 Calibracdo dos Termogramas

Um termograma tipico obtido neste trabalho & mostrade na

figura (115,
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Figura 11 - Esquema de um termograma tipico indicando a area de
calibragio

O termograma da figura i1 3. como Ja - comentado

anteriormente é o registro do fluxoc de calor dgrs/dt detectado pela

termopilha com o tempo. A drea total sob o termograma &€ a integral

trtex degndt

ft.=¢ tnm. > gt

e corresponde a uma certa quantidade de energia em Joules.
Obviamente, para calcular o calor pré:duzido durante o

processo da fermentagio em Joules necessitamos correlacionar uma

certa aArea do {Lermograms Cem®> com uma quantidade de energia. A

calibracfio do termograma € feita entfo supondo uma Area como a
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hachuriada ma figura (€112 e o calculo & feito multiplicando os

lados deste retdngulos ou seja:

Area = B0uWatts x 3600 seg (1 horad = Energia

#

BOx10 %Watts x 36800 seg = 1,8x10 *Joules
Calibramos desta maneira uma &rea Ccm™) em Joules e age:‘bra
por comparagio com outras Areas podemos mapear todo o termograma.
Inicialmente o termograma & ent3oc dividido de hora em
hora. Em seguida faz-se a medida da drea sob a curva com o uso de
um planimetro, obtendo-se assim valores de area em em® que  por

comparagdc com a area de calibrag¢3o obtém~se o valor da energia.

3.6 Variacfo da Concentracfo de Glicose

Neste trabalho estudou-se o mata;bolismo fermentativo da
Saccharomyces cerevisiae em diversas concentragdes de glicose
Cgrs1d: 4,0; 4,%; 5,0, 5,5 e 85,0, e através das medidas dos
termogramas obtidos foram construidos os grificos das figuras C12)
e C(13). O grafico da figura (18] & relativo 4 medida do tempo de
exaustic em fungfc das diferentéﬁ concentragdes de glicose, e
pode-se observar gque nesta faixa de concentr‘ac;'?a’o o ltempe de
exaustdo varia exponencialmente com o aumento da concentragfo de
glicose, porém ndc se observou uma variacZo sistemdtica na

inclinaglo das curvas log Q x t, figura (13D,
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O tempo de exaustic foi definido come o tempo necessario
para o consumc de toda a glicose presente no meio, portantoe o
resultado por nds obtido es;é bastante cosrente com a definicio de
tex pois pode-se cbservar na anidlise dos termogramas, figuradiz2d,
que a variagioe na concentragfc de glrir:ose afeta diretamente o de
forma exponencial o tempo de exaustic. Uma vez que o processo por
nds estudado & o fermentativo e ndc o de crescimento & de se
esperar que o numero de cdlulas ae leveduras nd3oc varie
significativamente com o decorrer do experimento, portanto a
capacidade de consumir o metabdlito por unidads de tempo n3c varia
muite com © decorrer do processo estudado. Quande se aumenta a
concentragBo deste metabdlito o tempo para que haja o seu total
consumoe dewe enitic aumentar,

Resultado semelhante fol cobtido por Perry, (24D,
onde a concentragiio de glicose foi variada de Z0mM para 2mM e a
densidade do indculo mantida constante. Neste experimento o tempo
de exaustdoc foli bastante afetado bem como o perfil da curva p-t.

O wuso da microcalorimetria de fluxe para o estudo
sistemdtico do efeito da wvariagSo da concentragio da glicose no
metabolisme da Saccharomyces cersvisiae se mostrou 'bastante
vidvel, pois sendo uma técnica muito sensivel pdde-se trabalhar em
céncentrag&ﬁas reduzidas do metabolitoc. Tradicionalmente este tipo
de estudo & feito por contagem de células em placas de agar-agar,
ou determinande-se a concenira¢io dos produtos formados. Bravo o
colaboradores, recentemente, (38, estudaram a infludncia da

concentrag@ic inicial de glicose na fermentagZc alcoedlica por



T W W W R W W W W W W W Y W S R W mw w T e A TR T O ww ww ww swe T e W O ww O wW W W W W W W W W W W W W W

Pachysolenn tannopghilus, uma levedura capaz de metabolizar a
glicose a etanol aercbhbicamente a temp@raturaé relativamente altas,
em torno de 37°C. Este estudo fol feito determinande-se o etanol
produzido com a utilizag3o de um método enzimitico, utilizando a
alcool desidrogenase. Neste trabalho cbteve-se uma relagfo linear
entre a guantidade de etanol preoduzido ¢ a glicose consumida,

Ao contrario deo estudo microcalorimétrico esta técnica
de determina¢Zo do produte formado, n3io observa o Processo comoe um
todo. A 'uti._l.izag:ﬁo deste tipo de técnica tem, e sempre teri,
importancia na pesquisa do metabolismo de microorganismos, porém a
microcalorimetria vem abrir uma frente de pesquisa em que o
processe metabdlico é estudado de forma global. Tamanha & a
complexidade dos sistemas bicldgicos que quanto mais ferramentas
houver disponiveis mais facilmente poder-se-3 desvendar a enorme

quantidade de fendmencs ainda n3o conhecidos destes sistemas.

3.7 Variac8So do pH do Meio de Cultura

Estudou-se © efeito da variag¢8c do pill no meio de cultura
no intervalo de pH 2,1 até 7,0. Esta regifc de trabalho foi
escolhida empiricamente, porque em valores de pH mencre§ que o
minimo utilizado ocorria a inibigBo total do processe, nioc se
cbservando nenhuma wvariagdo $ignif‘icaﬁiva na linha base da curwva
p~t. Em wvalores de pH maiores que o mixime utilizado ocorria a
formag8c de um precipitado azul no meioc de cultura, portanto ‘jé.
nic se podia garantir gque se estava trabalhando scob as mesmas

condi ¢Bes experimentais previamente definidas.
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Pode- se observar que a faixa de. pH em que trabalhamos &
bastante ampla, fato este ji& esperado pois & bem conhecida a
grande tolerincia das leveduras a condig¢g@es adversas (35).

A partir dos dados obtidos das curvas p-t pdéde-se fazer
os graficos das figuras (142 e (18). Colocando~se num grafico os
valores de tempe de exaust3c em fungSoc de pH, figura (14D,
obteve—se wuma curva gue apresentava um minimo na regilc de pH 4,5
a 6,0., portanto para os valores de pH do meio menor es que 4,5 e
maiores qi.ze 6,0 o processe fermentativo é mais demorado sugerindo
assim uma possivel inibicSo do metabolisme da levedura.

Obser vando-se a inclinag8o das retas log Q em fungHo
de t, figura (185, pdde-se notar gque a curva correspondente a pH
6,0 apresentava a maior inclinagfio, ou seja uma maior taxa de
produg3o de calor com o tempo. As curvas correspondentes a pH 4,0
e 5,0 também apresentam uma inclinag3c maior gue aguelas
observadas para os demais valores de pH, sendo esta regilo a mais
adequada para se trabalhar com processos fermentativoes que
envol vam a Saccharomyces cerevisiae (40D.

A pH 5,0 © processc fermentativo & predominante e a
quantidade de calor produzida com o itempe & bastante alt% guando
comparada aos demais valores de pH para os quais a inclinagfo da
curva leg Q x t é sempre menor. Este resultade € muito
interessante uma vez que esta & a regilc de trabalho na indastria

alcooeira, pH entre 4,5 e 5,0 oem gque a contaminagliio por
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microorganismos selvagens & inibida pela acidez do meio & o
rendimento da levedura estid préximoe do miximo.

A 'influénecia do pH no metabolisme de leveduras &
amplamente estudada, uma vez que este microorganismo apresent.a_ uma
grande variedade de aplicagB®es industriais, porém os métodos de
estudo frequentemente sfo: determinagio do etanol produzido, como
no trabal ho realizadé recentemente por Rubico e c<olaboradores,
(180, em gue as curvas de crescimento apresentam maior inclinagXo
na regifio de pH 2,5 até 6,0, sendo que em pH 1,5 praticamente nioc
hd um crescimento, resultado este concordante com o nosso, apesar
da técnica utilizada ser outra, porém estas medidas requerem um
tempo muito grande, em torno de B0 horas. .

Fleet e colaboradores (412 estudaram a tolerincia de
diversas leveduras de vinho &4 variagBes de pH, entre ela.sr a
Saccharomyces cerevisiae, a Candida stellata e a Kloeckeila
apiculata wutilizando crescimento em meio de cultura e posterior
medida turbidimétrica. Porém para estas medidas s30 necessirios
virios dias, em média de 15 a 20. O tempo de anilise & muito longo
quande comparado ac necessario para uma medida microcaloriméirica

de mesmo sistema.

61



(s¥)OVYLiSNVYX3 30 OdW3IL

S 2 = o Q o o
o o X o o0
o © o - n " —
i i i 1 I
P
Hwo
-0
X
[=%
-
4™
| i i i 1 od
W (o] n &) e} O W0

{U) OylsnvX3 30 OdW3l

Figura 14 - Variagdo do tempe de exaustio em fun¢Xo do pH do meio

&2



e . e . o il

- . - W W - W . T e - - e - Ny - - e — e, e S T—— e .. - - bl e T - T— . - e —_— B

3,5

@ pH 7.0 O pH 39
A pH 8.0 0 pH 3.0
L pH 5.0 8§ pH 26

o
o
O
-
o !
2 4 6 8 10 12 i4 16 18 20
TEMPO (h)
H 1 { I i H ! ] i 1
72 144 216 288 360 432 504 576 64.8 720
TEMPO (ks)
Figura 18 - GCalor produzide em fungS8o do tempo em diferentes

valores de pH do meio



3.8 Adic8co de Sais do Metais Pesados

Os sals de metais pesados podem atuar comoc agentes
anti-microbianos, dependendo de sua concentragZo no meio. de
cultura, uma vez que estes cations competem e se complexam com
enzimas especificas da levedura (38). .

Porém num sistema fermentative a velocidade de produg3o
de etancl por Saccharomyces cerevisiae decresce com o acumulo
de etanol no meio.,

Este declinio na atividade fermentativa comega nmuito
cedo na fermentag8o, ainda quando a concentragiio de etanol é
bastante baixa. Esta concentraglic é frequentemente menor que 3%
Cv/v). Nagowithana, realizou diversas fermentag@es na presenca e
na auséncia de etancl e mediu a concentragZce intracelular de
etanocl nas ditas "fermentacSes rapidas®™ (42).

FPortanto para se estudar iscladamente o© efeito
inibitéric de algum agente biocida seria necessirio se retirar o
etancl do meic a4 medida que ele fosse formado, .porém este nio era
nosso objetivo. Neste trabalho buscou-se estudar o efeito
inibitério de alguns metais o comparar os resultados obtidos ao
que chamamos como meic definido. Desta forma pdde-se desprezar
oste efeito inib;tério do etanol pois ele também ocorre no nosso
meio padrido focalizando nossa atengdc apenas nos efeitos causados
pela adigdo dos metais por ndés estudados, ferro, zinco, mercidrio,
cadmio e cobre.

Fez-se o estudo da adig3c de CuSOs . 8BH20, Hg(OAcDz,
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Fella . GH20, Zn50s . 6Hz20 e CdSO; . 873 H20 em diferentes
concentragBas. Estes compostos foram adi citonados a0 meio de
cultura pmﬂrﬁq de forma a atingir a concentrag¢fo por nds desejada
porém mantendo o volume final de 5S0ml. Quando se utilizou o
acetato de mercdrioc , tomou-se o cuidade de manter o fermentaéor
e os tubos de teflon ( de entrada e saida do calorimetrod no
esSCcuUrc para sSe evitar a oxidacio deste metal. |

Com excessio do sulfato de ciddmio que serid discutido
separadamente, pdde-se observar que a quantidade de calor
envolvida no processo n3c era altera&a com a variagdo da
concentragdc do metal, porém quando se atingia a concentragSo
inibitdéria © processc era bruscamente interrompide. 0O tempo de
exaustio sofreu um deslocamento significativo com relag¥o ao
padrdo e n3o variou a medida em que se aumentou a concentragic dos
metais.

O mercdrio foi o metal que se mostrou mais téxico pois
apresentou efeite inibitdérie na concentragio 10™*M, 100 vezes mais
diluido que o ciédmic e 1000 wvezes malis diluide que os demais
metais, ferro, zincoe ¢ cobre.

A alta resisténcia da Saccharomyces cerevisiace a
condigB®es adversas do meic foi constatada também nestes
experimentos, pois esta levedura foi capar de metabolizar a
d~glicose na presenca de metais em concentrag®es bastante elevadas
da ordem de 1072M para o caso do ferro, do zinco e do cobre.

0 aumento no tempo de exausiio com relagdc aoc meio

padr3c foi observade como um incremento na fase “lag” dos

s



termogramas € ndo na fase exponenciai. Como & na fase "lag" que
as leveduras produzem - as enzimas necessarias para seu
catabolismo, pode-se concluir que o metal adicionado apresenta seu
efeito nesta etapa da fermentagio, talvez se complexando com as ‘
enzimas especificas das leveduras.

Nesta tabela se encontram os valores tex para os metais

L

utilizados mnmas diversas concentragdies de trabalho (em horasd:

107%M 107°M 107*M 1072M 1072M 107*M
CuSO4. SHzO ‘ 15,0 14,8 14,6 14,2 inibigio
Fella. 6H20 _ 15,3 15,32 18,0 15,7 imbiglo
HgCOAcD 2 14,0 linibigdo
ZnSG0s. BH20 15,0 14,4 14,7 15,7 | inibicdo
CdSOs. 8-3H20 | 16,0 18,2 18,2 18,8 | inibicdo

T W W W S T e T W W T W W v ' W O s TR R TR TR TR T TR TR R TR T e TR TR TR TR A TR AR TR T T TR TR

-+

Tex padrac = 13 - 0,58 h

Sabe-se que alguns metais, num meic a pH 5,0 paodem
sofrer hidrélise, como por exemplo © ferro que a pH acima de 4 ja
inicia a formacic dos complexos Fel(OHln cujos‘valores de log k
(constante de formagic do complexc) foram sumarizades por Martell
e Smith (42,440, Porém © nosso meio padrico € bastante complexo e
hi também competigiic entre os ocutros ions nele presentes. No caso
o ferro & capaz de se complexar com o acido citrico com um valor
de constante da mesma ordem de grandeza que no casco da hidrélise

43D,
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F'el CsHaO?d l1og k 11,80 (43 -
FeCCHIn log k 11,01 (44>
N3o dese jamos resumir os varios processos gque ocorrem no
meio a apené.s estes dois exemplos, somente estamos esclarecendo
que se tormna bastante dificil isoclar todas as interag¢gBes e reagSes
ocorridas num meio tio complexo guanto © nosso. .
_O nosso objetiveo foli verificar o efeito da adigXo de
tais metais ne meic fermentative padr3o, para observarmos as
variac;aes' na produgSo de calor peloc sistema como um todo. Esta &
uma das limitagSes da técnica por ndés utilizada, embora muitas
vezes sua wtilizagdo seja uma das Unicas maneiras de se estudar

processos 30 complexos, come noe casce o metabolisme de uma

levedura.

2.9 Adicsc de Sulfato de Cadmio

Dentre os metais pesados, o cddmic se mostra téxico a
todas as formas vivas, devido ac seu efeitc altamente oxidante e
de desnaturagdo de proteinas, além de ser acumulado pelos
organismos.

Joachimgohn e colabeoradores, (450 fizeram um estudo
microcalori métriceo das alteragBes na atividade metabdlica de um
organismo aquatico, Planorbis corneus, utilizando para este estudo
uma concentragifc de cddmic da ordem de 0,01 ugrsl & 1000ugrsl e
puderam observar um decréscime na taxa de produgZo de calor
dependente da concentragico de cidmio de 18% a 0,0lugs1l a 88% a

1000ug-1.
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Neste trabalho utilizou ze G420+ . 2.-2Hz2O numa faixa de
concentragSes que variava de 10™° a 107°M o aouccmtréric: do que se
imaginava obse_rvoumse que & medida que se aumentava a concentragfo
de cadmic houve um asumento na guantidade de calor liberada, oﬁ ‘
seja as curvas de log Q@ x L apresentavam uma maior inclinag§6 a
medida que' a scoluglBo se tornava mais concentrada em sulfato de
cidmio, até a concentragsioc de 10"? onde houve a inibigfce total de
pProcesso.

O perfil dos t{termogramas obtidos nestes experimentos

podem ser observados na figura (16).

dg W}
dt [Cd]
1073
107}
1072
1072
i
padrdo 14 TEMPO
Figura 16 - Perfil dos termogramas com adig¢3o de cadmio

E o grafico log Q x t, figura (172, mostra como a taxa

de liberag3o de calor variou com o tempo,.
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4,0
& PADRAO A CdSO41x10-6M
0 CdS04 1x10-5M CdS041x10 -4 M
O CdS0, 1x10-3M O
o
3,2 0
o 24}
' A
o
o {1
-t
A
1,3 0
A ;
& 0,
8
g
O
! 8 I ] i !
6 8 10 12 14 16 18
TEMPO (h)
L 1 i 1 ] I !
2.6 28.8 36.0 432 504 57.6 64.8
TEMPO (ks)
Figura 17 - Calor produzido em fung3o do tempo para as diferentes

concentragBes de sulfate de cédmio
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Este efeito de potencializag¢Zo da liberagio de calor
quando da adi¢g®o do cadmic no meio foi bastante inesperado, devido
este metal ser altamente tdxico porém ele também & capaz de se
complexar com as enzimas das leveduras e o que talvez tenha
acontecido é gque as enzimas responsaveis pela via anaerdbica do
motabolismo das leveduras tenham sido inibidas e houve entioc um
desvic para a via aerdbica, que ¢é bem mais energética que a
primeira. Ou ent3c podemos na verdade estar medinde o efeito
térmico do processo de esporulagfo destes organismos devido as

condicBes adversas do meio.
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4. CONCLUSAO

A etapa mais importante deste trabalho foi‘a ctimizéq"a’o
das condi:;ﬁes experimentais, densidade do indculo, pH, temperatura
e meio de cultura, pois devido a alta sensibilidade da técm‘.c;a
utilizada fez-se necessirio um controle rigorose de tais
parimetros, para que fosse possivel a obbtencio de resultados
reprodutiveisQ

Esta area de pesquisa, em que uma cultura bem definida
de um microorganismo & estudado dentro de um microcalorimetro,
estd apenas iniciando e suas potencialidad.es ainda ndc .foram
totalmente exploradas, no entanto a microcalorimetria de fluxe se
mostrou uma ferramenta ﬁnaiitica bastante apropriada para o estudo
de sistemas biloldgicos.

A fermentagdoc da d-glicose pela Saccharomyces cerevisiae
foi monitorada em tempo real Iin situ e a variacglc de alguns
parametros experimentais pdde ser estudada, m;\s para ogque este
trabalho pudesse ser realizado todas as outras varidveis foram
mantidas rigorosamente controladas.

Comc +{trabalhamos com uma cultura dé Saccharomyces
cersvisiae, bem definida, com con£agem viavel ©previamente
determinada, da ordem de 10° células/ml o o processo por nos
estudado ndo era longo (cerca de 13 horas), pdde-se garantir que a

contaminag8c por outreos microorganismos fosse minima pois caso
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alguma cé&lula estranha estivesse pres-ante no meio este tempo nio
seria suficiente para que a liberagio de c’alor devido aoc seu
metabolismnc in'fluenciasse nossos resultados.

Quande se analisou os termogramas apenas se ﬁtilizou a
regisc exponencial da curva pois esta corresponde a um est:;do
estacionidrio termodinimico.

Quando se estudou o efeito da wvariaglo da cencentraqﬁo
da glicose concluiu~-se gque o tempo de exaqstﬁo varia
exponencial mente com ¢ aumento da concentragfo deste metabdlito.

O pH mostrou ser um paré‘;metrb importante quando se
avalia um processo fermentative peis tanto © tex guanto a
quantidade de calor envolvida foram significativente afetados
gquando se wvariou o pH de 2,1 até 7,0. Cbncluiu-se que a melhor
regific de trabalho & entre pH 4,0 e pH 6,0, onde a taxa de
liberagdio de caleor & bastante alta e o processo se desenvolve num
tempo menor que aquele necessirio nos demais valores de pH.

Emncontrou-se a concentragdo inibitdria dos metails
estudados: ferro, zinco, c<ciddmio, mercdric e cobre, c¢hamando
atengic para a grande resisténcia da levedura-estudada a altas
concentracBes de elementos tdéxicos presentes no meio. |

Quantc ao resultado por nds obtido quando da adig3o de
cddmio a0 meioco de cultura, de potencializag8c da liberagfo de
calor no processoe fermentative, fazem se ainda necessirias
anidlises complementares como por exemplo ¢ monitoramento do etanol
produzido por cromatografia liquida, a contagem num microscépio

das células das leveduras de aliquotas retiradas do fermentador
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durante © processo.

o estudo dos sistemas vivos .ré de fundamental
importiancia, pois cada vez é maior a interferéncia do Homem no
meio gque © <erca, e o desenvolvimento de técnicas que pér'mitam uma
avaliagBo criteriosa de suas causas e efeitos faz- se cada vez mais
necessiria. Talvez a d(nica saida para se contornar os danos ja
causados por nds seja a utilizag¥oc do conhecimento cientifico. Por
menor gue sSeja a contribuigie da microcalorimetria para o estudo
dos sistemas vivos sua agregagZo s demais técnicas ji existentes

e aquelas a serem ainda desenvolwvidas certamente colabora com

o conhecimento de sistemas t3o complexos e ainda t3ioc obscuros.
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