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RESUMO

O glicerol é um importante subproduto de processos fermentativos. Em
algumas bebidas alcodlicas, como vinhos e vodcas contribuem com seu sabor
tornando-a aceitavel para o consumidor. Com o incentivo na producdo de
biocombustiveis, a disponibilidade do glicerol deve aumentar, ja que € o principal
subproduto gerado na producao do Biodiesel. A sua presenca em alguns alimentos,
pode identificar presenca de microrganismos, ja que pode ser uma fonte de carbono
para eles.

Devido as inumeras utilizagdes do glicerol para diversos tipos de industrias, a
dosagem do glicerol se torna cada vez mais importante e rotineira. 1sso incentiva
novas pesquisas de méetodos de doseamento.

A enzima GK é presente em varios microrganismos e converte o glicerol em
glicerol-3-fosfato. Com a utilizacdo da enzima Glicerol -3- fofato desidrogenase, o
glicerol - 3 — fosfato € convertido a di-hidroxi-acetona fosfato com a producdo de
NADH. Este pode ser quantificado através do espectrofotometro, tornando-se um
rapido e eficiente método para doseamento.

A levedura recombinante Pichia pastoris foi escolhida pois foi inserida no seu
DNA, o Gene GUT1 que expressa a GK em Saccharomyces cerevisiae. Além disso,
a expressao enzimatica é extracelular, diminuindo etapas no processo de isolamento
da enzima GK.

O trabalho consistiu em otimizar a produgéo de GK expressa pela levedura
recombinante Pichia pastoris por meio da adicdo de oxigénio no biorreator de

fermentacdo em escala de 2,5 L.



Os resultados do presente estudo indicam o ponto 6timo de oxigenacdo em
fermentador nos parametros estabelecidos é de 2,0 Ipm tanto para a producdo de

enzimatica quanto para biomassa formada.
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1. INTRODUCAO E RELEVANCIA DO ESTUDO

O (glicerol é conhecido como 1,2,3-propanotriol, glicerina, trixidroxipropano,
glicialcool, gliceril.(RIVALDI et al. ,2008). Apresenta-se como um liquido viscoso,
incolor, inodoro e higroscoépico, sabor doce, soluvel em agua e alcool, insolivel em
éter e cloroférmio. Devido as suas propriedades apresentam diferentes aplicacdes
na industria de cosméticos, farmacéuticas e alimentos (RIVALDI et al., 2008).

O poli alcool pode ser gerado como subproduto de processo fermentativo
microbiano (WANG et al., 2001). Naturalmente encontrado em alimentos como frutas
e produtos como vinhos, Oleo vegetal, cerveja, tabaco, mel (CORDELLA, ANTINELLI
e CABROL-BASS, 2003). E um importante indicador de presenca de microrganismos
nos produtos alimentares. (GAMELA et al., 2008)

N&o é usualmente determinado em muitas industrias, pois 0 uso de processos
de dosagem de rotina ainda é limitado devido ao seu alto custo.( RANGEL e TOTH,
2000; WU e CHENG, 2005).

Em vinhos o glicerol € um dos compostos de maior quantidade, depois de
agua e etanol. Contribui com as propriedades do vinho, como o sabor. (OLIVEIRA et
al., 2006). Pode, no entanto, ser uma fonte de carbono para bactérias deteriorantes,
originando compostos arométicos e acidez volatii que conferem um sabor
inaceitavel. (GAMELA et al., 2008)

Algumas bebidas alcodlicas como a vodca, mistura-se uma parte de agua, ja
outras adiciona-se alguns aditivos como: o glicerol e aromas, importantes para um

sabor suave do produto e possibilitar o comércio. (LEA e PIGGOTT, 1995)



O glicerol também é o principal subproduto gerado na producéo do biodiesel,
sendo que seu volume total é de aproximadamente 10% do combustivel. (DASARI
et, al., 2005)

Nos proximos anos, disponibilidade do glicerol deverad aumentar, tendo em
vista ao crescimento da producéo do biodiesel em todo o mundo. (YU, KIM e HAN,
2010)

Assim, a dosagem do glicerol se torna necessaria em industrias,
principalmente alimenticias e destilarias. A adicdo em alimentos incentiva pesquisas
para métodos quantitativos que possam satisfazer o consumidor. (TINNIS, 2001)

A GK, é uma enzima que catalisa a fosforilacdo do glicerol a glicerol-3-fosfato.
(JIN et al., 1982; CRANS e WHITESIDES, 1985; STEPANIAN et al., 2003).

A enzima GK atua como fator limitante no metabolismo de glicerol de diversos
micro-organismos, como a Escherichia coli, em que a reacdo é regulada por alguns
metabolitos como frutose 1,6-bifosfato, adenina e proteina fosfocarreadoras Il
(SAKASEGAWA et al., 1998).

Essa enzima executa um importante papel fisiologico na formacéo de glicerol-
3-fofato na biossintese de fosfolipidios. Além disso, a enzima € industrialmente
importante e util na determinacdo dos niveis de triglicerideos no sangue em
combinacdo com lipases e outras enzimas (SAKASEGAWA et al., 2001) e também
na determinacao do glicerol em bebidas fermentadas, tais como vinhos (SEHOVIC,
PETRAVIC e MARIC, 2004).

A formacao do glicerol-3-fosfato a partir da reacédo € importante, pois atua na
producdo de glicerideos, lipideos e fosfato e dihidroxicetona (DHAP), sendo que o
DHAP é importante intermediario em uma série de caminhos metabdlicos (OHIRA et

al., 2005).
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A enzima GK catalisa a transferéncia do fosfato terminal do ATP para o
glicerol originando glicerol-3-fosfato e ADP. A reacdo determina a concentragédo de
glicerol presente na amostra. A leitura € determinada no espectrofotdmetro, pelo
consumo do glicerol através da formacdo do NADH gerado na reacdo de oxi-
reducao catalisada pela enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase.

O melhoramento da producéao da enzima GK pela Pichia pastoris modificada
geneticamente a serem usadas no ensaio enziméatico do glicerol envolve os sistemas
génicos de inducdo e repressao relacionados com o metabolismo do glicerol pela

célula de levedura.

1.1.A Levedura Pichia pastoris

A utilizacdo da levedura Saccharomyces cerevisiae para fins biotecnolégicos
estimulou, nos ultimos anos, o desenvolvimento de novos sistemas de expressao
baseados em espécies alternativas de leveduras. Destacam-se entdo as leveduras
metilotréficas, ou seja, as que crescem em meio que contém metanol como Unica
fonte de carbono. (TORRES et. al., 2008).

Pichia pastoris é uma levedura metilotréfica também conhecida como
Endomyces pastoris, Komagataella pastoris, Petasospora pastoris, Saccharomyces
pastori, Zygowillia pastoris. Sua taxonomia é descrita como sendo do reino Fungi, do
filo da Ascomycota; do sub-filo Saccharomycotina ; da classe Saccharomycetes; da
ordem Saccharomycetales ; da familia Saccharomycetaceae; do género Pichia e da
espécie Pichia pastoris.

O estudo da fisiologia de P. pastoris na presenca de metanol revelou a
importancia de uma enzima chamada 4&alcool-oxidase (AOX) responsavel pela

oxidacdo do metanol a formaldeido, com geracdo de perdxido de hidrogénio, uma
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reacdo que ocorre nos peroxissomos. Em Pichia pastoris, a enzima AOX é
codificada por dois genes, AOX1 e AOX2, sendo o primeiro responsavel pela maior
atividade AOX dentro da célula. O gene AOX1 é fortemente induzido pela presenca
de metanol sendo que a enzima AOX corresponde a mais de 30% da proteina
soltvel quando a célula é cultivada em fermentador (COUDERC & BARATTI, 1980).

Tornaram-se atraentes para a producdo de proteinas heterélogas por
possuirem o promotor para transcrever genes heterdlogos, derivado do gene do
alcool oxidase (AOX1) de P. pastoris. O promotor é regulado transcricionalmente por
metanol, indutor relativamente barato. Em células expostas a metanol como Unica
fonte de carbono, o inicio da transcricdo no promotor AOX1 é altamente eficiente e
comparavel aos promotores derivados dos genes altamente expressos da via
glicolitica. Ao contrario dos promotores glicoliticos, o promotor AOX1 é regulado e
reprimido sob condicGes de crescimento sem metanol. Uma vez que a maioria das
proteinas heterdlogas €, de alguma forma, deletérias para a célula, quando
expressas em altos niveis, a habilidade de manter a cultura em um estado reprimido
ou desligado é altamente desejavel. Para ser ativado, o promotor requer a presenca
de metanol e para reprimir, a auséncia do mesmo. Além da presenca do metanol, o
sistema AOX1, precisa da auséncia de glicose para ser ativada. A manipulacdo e o
controle do promotor AOX pela fonte de carbono adicionado no meio de cultura
controlam o crescimento e a inducdo de cepas de P. pastoris (CEREGHINO e
CREGG, 2000).

Outra caracteristica importante de P. pastoris é que a levedura nédo é
considerada uma fonte fermentadora, como S. cerevisiae. A fermentacéo realizada
por leveduras gera etanol, o qual, em culturas de alta densidade, pode rapidamente

atingir niveis toxicos. Para uma produgcdo economicamente viavel de proteinas
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recombinantes a concentracdo de proteina no meio deve ser proporcional a
quantidade de células. E necessario, pois, atingir niveis de alta densidade celular os
quais ndo séo facilmente obtidos com S. cerevisiae. Em contraste, as cepas
produtoras de Pichia pastoris sdo facilmente cultivadas a densidades celulares de
aproximadamente 100 g/L de peso seco, ou até maiores. Varios genes de diferentes
procedéncias (bactérias, fungos, invertebrados, plantas e humanos) ja foram
expressos em P. pastoris sob o controle do promotor AOX1. A maioria dos genes
expressos teve seus produtos secretados para o meio extracelular e alguns, como o
fator de necrose tumoral humano, foi produzido no ambiente intracelular (TORRES &
MORAES, 2000).

As leveduras do género Pichia utilizam uma via especifica para o metanol, no
qual envolve varias enzimas Unicas. As reac0es iniciais ocorrem em organelas
especializadas, os peroxissomos, seguido por passos metabdlicos subsequente no

citoplasma (Figura 1).
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Figura 1: Vias de utilizacdo do metanol por leveduras metilotroficas

AOX: élcool oxidase (EC 1.13.13), CAT: catalase (EC 1.11.1.6), FLD: formaldeido
desidrogenase (EC 1.2.1.1), FGH: S-formiglutationa hidrolase (EC 3.1.2.12), FDH:
formato desidrogenase (EC 1.2.1.2), DAS: diidroxicetona sintase (EC 2.2.1.3), TPI:
triosefosfato isomerase (EC 5.3.1.1), DAK: diidroxicetonaquinase (EC 2.7.1.29),
FBA: frutose 1,6 biofosfato aldolase (EC 4.1.21.13), FBP: frutose 1,6 bifossfatase
(EC 3.1.3.11), MFS: metilformato sintase; DHA: diidroxicetona, GAP: gliceraldeido 3-
fosfato, DHA: diidrocetona fosfato, F;¢BP: frutose 1,6-bifosfato, P;: fosfato, XusP:
xiluloxe 5-fosfato, GSH: glutationa, PYR: piruvato; PPP: via pentoses, TCA: ciclo do
acido tricarboxilico. (HARTNER & GLIEDER, 2006)

Os peroxissomos desempenham um papel indispensavel durante o
crescimento, uma vez que possui trés enzimas chaves para o metabolismo do
metanol, a alcool oxidase, catalase e a diidroxiacetona sintase. As reacdes
subsequentes da assimilacdo e de desassimilacdo do metanol estdo localizadas no
citosol (MACAULEY-PATRICK et. al., 2005). A enzima alcool oxidase (AOX) catalisa
0 primeiro passo na via de utilizacdo do metanol, a oxidacdo do metanol a

formaldeido e peroxido de hidrogénio, AOX é sequestrado dentro do peroxissomo
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junto com a catalase, no qual degrada o peréxido de hidrogénio em agua. Uma parte
do formaldeido gerado pela AOX deixa 0 peroxissomo e mais adiante é oxidada a
formiato e didéxido de carbono por duas desidrogenase do citoplasma, reacdes que
sao fonte de energia para o crescimento celular (CEREGHINO & CREGG, 2000).

Os sistemas de expressdo neste microrganismo permitem a producdo de
proteinas tanto na forma intracelular quanto na extracelular. Embora o sistema de
producao extracelular apresente a vantagem da liberacdo da proteina, de interesse
no sobrenadante do meio de cultivo, ambos os modelos de expressdo estdo sendo
amplamente estudados e precisam de quantidade suficiente de massa celular para
gue proteinas sejam purificadas para a utilizacdo como produto (CEREGHINO &
CREGG, 2000).

A otimizacdo da expressdo de proteinas heterdlogas, que consiste em
maximizar o rendimento e a produtividade, depende de diferentes fenttipos com o
promotor AOX, ou outros promotores, meios de cultura e estratégias operacionais

(COS et al., 2006).

1.2. Objetivo

A inducéo da sintese da GK em crescimentos da levedura Pichia pastoris
realizados em fermentador com otimizacdo das condicbes de oxigenacdo do
processo caracterizam o objetivo desse estudo além da ampliacdo da escala de

producdo de biomassa, proteina total e atividade enziméatica.
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2, MATERIAL E METODOS

2.1. Microrganismo

O microrganismo que foi utilizado € a levedura, Pichia pastoris, modificada
através da insercdo do gene GUT 1 no seu genoma para a producdo extracelular da
enzima GK. A levedura foi obtida em parceria com o Laboratério de Biologia

Molecular do Prof. Dr. Sandro R. Valentini da FCF/UNESP de Araraquara.

2.2.Meios de cultura

Para a manutencao e propagacdao inicial de microrganismos foram utilizados
0S seguintes meios:

YPDA (extrato de levedo 1%, peptona 2%, glicose 2%, agar 2%). Foi usado
como meio na conservacdo das culturas, em refrigerador a 4 °C, através de
transferéncias, seguido de crescimento em meio novo (repicagem) em cada
experimento.

BMGY (extrato de levedo 1%, peptona 2%, tampéao fosfato de potassio 100
mM a pH 6,0, YNB 1,34%, biotina 4x10™° (INTROGEN web page). Foi usado para
crescimento do indculo.

BMMY (extrato de levedo 1%, peptona 2%, tampéao fosfato de potassio 100
mM a pH 6,0, YNB 1,34%, metanol, 1,0%). Foi usado na inducdo da producdo da

enzima.
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Diferentes concentragbes de oxigénio foram testados nos ensaios de

crescimento e producdo de GK pelo recombinante de Pichia pastoris.

2.3.Crescimentos em frascos tipo Erlenmeyer

Primeiramente os ensaios de indugdo foram realizados em frascos tipo
Erlenmeyer de 125 ml.

Uma alca de células foi transferida para cada erlenmeyer contendo 25 mL e
submetidas a agitacdo por 24 horas e 120 rpm e a 30 °C, para crescimento e
preparacao para o inoculo. As células foram conservadas por 2 horas a um dia, a 4
°C em repouso para sedimentacdo da biomassa. Apds decantacdo o sobrenadante
foi descartado, a biomassa se concentrou no fundo do Erlenmayer e 1ml da
biomassa foi diluido 100x para determinacdo do inoculo no espectrofotdmetro

através das formulas:

[mg/ml]= F . Dilucdo . Absorbancia (570nm)

F= 0,28 (fator padronizado no laboratdrio)

Volume inoculo=C1.V1/C2
C1= 0,10 mg/ml (concentragéo inicial de células)
C2=[mg/ml]
V1= volume do meio no fermentador.
Foi escolhido o tamanho do inoculo de 0,10 mg/ml por apresentar a melhor
atividade enzimética. (AIZEMBERG, 2011)

Apos determinado volume foi feito o inoculo no fermentador e no Erlenmeyer

em ambiente asseéptico.
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2.4.Inducédo e Crescimento em Erlenmeyers

O inoculo foi obtido conforme descricdo acima com células propagadas em
varios frascos de 125 ml e assepticamente reunidas para concentracao inicial de
0,10 mg/ml.

Foi inoculado em frascos do tipo Erlenmeyers de 125 ml contendo 25 ml de
meio BMMY, pH 6,0, temperatura 30°C e agitacdo de 120 rpm. O crescimento foi
realizado em 48 horas em mesa agitadora (Tecnal-PE 421).

A inducgdo da producdo da enzima GK, foi induzida pela adigdo de metanol

(1%) apos 24horas de crescimento.

2.5.Inducéao e crescimentos em fermentadores

O inoculo para crescimento em fermentadores também foi obtido conforme
descricdo acima. Foi inoculado em 2,5 L do meio BMMY no fermentador (INFORS
HT-Minifors, capacidade 5L) em ambiente asséptico.

O tempo total de crescimento foi de 48 horas em 120 rpm, temperatura de
30°C e a inducgéo da expressdo enzimatica foi feita com 25 ml de metanol apos 24
horas de fermentacéo.

A injecdo de oxigénio no meio de cultura durante a fase de crescimento e
sintese da enzima foi analisada em relacdo ao acumulo de biomassa e sintese

enzimatica e foi expressa em Ipm.
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Figura 2: Crescimento da levedura Pichia pastoris em fermentador
(INFORS HT-Minifors, capacidade 5L)

2.6.Curva de Crescimento Celular

Para o calculo da biomassa foi utilizada a formula abaixo para os tempos de

12, 24, 36 e 48 horas.

[mg/ml]= F(*) . Diluicdo (50x). Absorbéancia (570nm)

(*) O fator F utilizado foi de 0,28.

2.7.Determinacao da viabilidade celular

A viabilidade celular foi avaliada utilizando-se a técnica de coloracdo com a
solucédo de Ringer (AIZEMBERG, 2011) e fazendo a contagem de células (viaveis e

totais) em camara de Neubauer.
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Viabilidade (%) = células vivas / (c€lulas vivas + células mortas) X 100.
Células vivas ndo apresentam coloracgéo, ja as células mortas se coram pela

solucéo de Ringer.

2.8.Preparacdo do Extrato Bruto do fermentado para ensaio de atividade

enzimatica da GK e determinacédo de proteina total.

O extrato foi centrifugado para a separacao das células em 15.000 g durante
10 min e posteriormente concentrado utilizando membranas filtrantes (Amicon®
Ultra-15, PLGC Ultracel-PL Membrane, 10 kDa) através de centrifugacédo a 2800 g a
temperatura de 17°C, para posterior dosagem de GK e determinagcdo de proteina

total.

2.9.Ensaio da atividade da enzima GK

A reacdo enzimatica da GK foi realizada no ensaio e nos procedimentos de
leitura e calculo da atividade em espectrofotdmetro, por meio de uma modificacdo de
ensaio de WIELAND (1962), foi utilizada a seguinte mistura: 0,07 ml de NAD 0,02
mol/L; 0,07de ATP ml 0,05 mol/L; 0,9 ml de tampé&o glicina hidrazina (0,1 mol/L de
tampao glicina /HCI a pH 9,8, contendo 0,88 mol/L de hidrato de hidrazina); 0,9 ml
de glicerol 6mM; 0,220 ml de sulfato de magnésio 0,2 mol/L; 0,330 ml de cloreto de
calcio 0,1 mol/L; 0,220 ml de agua destilada; 0,400 ml de glicerol-3-fosfato
desidrogenase (Sigma n°® G6751); 0,200 ml de extrato enzimatico (GK) diluido,
totalizando 3,3 ml em cubeta de quartzo, em espectrofotbmetro em um comprimento

de onda de 340 nm.
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A enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase e o extrato enzimatico de GK foram
diluidos em solugéo tampé&o Tris-Naf 10 mmol/L, pH 7,2.

Para analise da enzima, espectrofotometro foi ajustado a 340 nm e a
velocidade de reacéo foi ajustada de 15 em 15 segundos durante um intervalo de 90
segundos. O aparelho foi zerado com o branco substrato, que é preparado com
todos os reagentes da reacao excetuando-se a amostra enzimatica, substituida por
agua destilada. Assim desconta-se a absorbancia de cada reagente na reacao final.
Ja o processo com a leitura do branco-enzima foi preparado com todos os reagentes
excetuando-se o substrato, cujo objetivo € descontar da reacdo a absorbancia dada
pela amostra contendo a enzima. Fez-se a leitura da reacdo contendo todos 0s
reagentes e a amostra contendo a enzima.

Os valores do branco-enzima foram subtraidos dos valores da reacao
contendo a amostra enzimatica e as diferencas foram utilizadas para a realizacéo

dos calculos de atividade e a obtencao das curvas de tempo.

Uml= AAbs * V * dil
At * ¢ *d * v

Onde:

AAbs= variagado da absorbancia no comprimento de onda em A = 340nm
V = volume do ensaio (ml)

dil = diluicdo da enzima

At = variacdo do tempo (min)

¢ = coeficiente de absortividade molar do NADH (6,22 x 10°M x cm™)

d = caminho ético (cm)

v = volume de amostra no ensaio (ml)

A atividade catalitica especifica foi calculada através do quociente da
atividade (U/ml) e pelo contetdo proteico (Cp) (mg/ml), sendo expressa portanto em

U/mg.
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2.10. Determinacgéo da proteina total do extrato celular da levedura

O conteudo proteico da levedura foi determinado pelo método Lowry et. al,
(1951) tendo soroalbumina bovina como padrao.

A curva padréo de proteina utilizada foi aquela disponivel no laboratério.

2.11. Planejamento Experimental

O trabalho experimental consistiu na otimizacdo da producdo de GK no meio

BMMY, em fermentacOes realizadas em frascos tipo Erlenmeyer de 125 ml e em

fermentadores de 5 L contendo 2,5 L de meio.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O crescimento da biomassa de levedura Pichia pastoris em meio BMMY no
fermentador e no Erlenmeyer foi acompanhado por 48 horas. As condi¢cbes de
oxigenacgao no fermentador foram variadas a cada ensaio.

Os resultados obtidos estao descritos na tabela 1:

Tabela 1: Producao de Biomassa da levedura Pichia pastoris em fungao da
adicao de oxigénio realizado em Erlenmeyer e fermentador.

Biomassa (mg/ml)

Tempo de Ensaio em Fermentador
Crescimento Ensaio em Adicio de Adigdode Adigdo de
(h) Erlenmeyer o, o, o,
(1 1pm) (2 Ipm) (3 Ipm)
12 0,451 0,584 0,623 0,570
24 0,525 0,941 1,099 0,987
36 0,801 1,253 2,012 1,480

48 0,661 1,634 2,838 2,096
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Figura 3: Crescimento da biomassa de Pichia pastoris em funcéo do

tempo até 48 horas.

A figura 3 apresenta a curva de crescimento celular, crescente em funcéo do
tempo e da adicdo de oxigénio no meio, na fase de inducdo, até 2,0 Ipm em
fermentador. O aumento da oxigenacé&o no meio para 3,0 Ipm resultou na diminui¢céo
da biomassa da ordem de 1,35 vezes, ap0s 48 horas de crescimento em
fermentador.

A tabela 2 apresenta os resultados da viabilidade celular, em func&o do tempo
de 12 a 48 horas, nos ensaios de oxigenacao no fermentador e no Erlenmeyer, em

mesa agitadora.
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Tabela 2: Viabilidade da Pichia pastoris submetida a diferentes fluxos de
oxigénio no fermentador e em frascos tipo Erlenmeyer.

Viabilidade %

Tempo de Ensaio em Fermentador
Crescimento Ensaio em Adicio de Adiciode Adigio de
(h) Erlenmeyer o, o, o,
(1 Ipm) (2 Ipm) (3 Ipm)

12 80,00 90,75 94,07 88,02
24 93,88 95,98 92,96 99,22
36 99,41 96,58 97,95 99,37
48 98,98 99,10 98,38 97,86

A viabilidade celular aumenta com tempo em crescimento da levedura Pichia
pastoris em Erlenmeyer contendo 25 ml de meio de cultura.

A oxigenacado favorece a viabilidade com a adicdo de até 3,0 Ipm apds 36
horas em fermentador.

Comparando-se o melhor resultado das condicbes de oxigenacdo no
fermentador, na producédo de biomassa com o resultado do frasco tipo Erlenmeyer,
obtivemos os resultados descritos na tabela 3.

Tabela 3: Producao de biomassa a partir do recombinante de Pichia pastoris

em crescimento no meio BMMY em Erlenmeyer de 125 ml e em Fermentador
contendo 2,5 L de meio, ap6s 48 horas, 120 rpm, 30°C e pH 6,0.

Condicéo de . Concentracao indice de
. Abs 570 nm Diluicédo (X) de Células ~
crescimento comparacao
(ug/ml)
Frasco
contendo 25 0,047 50 0,661 1
mL de meio
BMMY
Fermentador
Conge”d°.2’5 | 0,202 50 2.838 4.29*
e meio
BMMY

(*) O indice de comparacdao é calculado pela razéo entre a concentracdo de células
do Erlenmeyer e do fermentador.
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O efeito do oxigénio de 2,0 Ipm, favorece a formacao de biomassa na ordem
de 4,29 vezes, quando comparado com o crescimento da levedura Pichia pastoris
realizados em frascos de 125 ml.

Para analise do efeito da adi¢éo de entrada de oxigénio no fermentador sobre
a producéo da enzima GK e sua atividade, os dados foram descritos na tabela 4.
Tabela 4: Atividade da GK produzida pelo recombinante de Pichia pastoris.

Crescimento em Erlenmeyer de 125 ml e em Fermentador de 5 L nas condi¢cdes de

48 horas, 120 rpm, 30°C e pH do meio igual a 6,0.

A Atividade da GK
Diluicéo

x - x Proteina —
Condicdo de Oxigenacdo do extrato Total Atividage Atividade

Crescimento em Ipm de GK enzimatica €SPecifica
(vezes) (mg/ml) (U/ml) %J/mg x 10°

Frasco

contendo 25 i 10 27,469 0,159 5,788
ml de meio

BMMY

Fermentador

contendo 2,5 | 1,0 20 39,031 0,286 7,327
de meio

BMMY

Fermentador

contendo 2,5 | 2.0 10 28,719 0,318 11,072
de meio

BMMY

Fermentador
contendo 2,5 |
de meio
BMMY

3,0 10 29,969 0,159 5,305

A atividade da GK é crescente em funcéo da adicdo de oxigénio até 2,0 Ipm
no meio.
A adicéo de 3,0 Ipm de oxigénio no meio de cultura mostra efeito inibitério na

expressdo da enzima GK pela levedura Pichia pastoris. Isso pode ser devido a
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grande formacao inicial de espuma no fermentador que ocasionou perda do volume

do meio de cultura.
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4. CONCLUSAO

A producdo de GK por recombinantes de Pichia pastoris mostrou
dependéncia pelo oxigénio adicionado no meio de cultura.

O fluxo variou de 1 a 3 Ipm em crescimentos da levedura por até 48 horas,
realizados em fermentador de 5 | contendo 2,5 | de meio de cultura.

O o6timo de oxigénio dissolvido no meio de cultura na fase de inducéo por
metanol, tanto para a producédo da enzima quanto para producao de biomassa foi 2
Ipm nas condi¢des de 30°C, 120 rpm, pH 6 em Biorreator.

No presente estudo a producdo de biomassa em todos 0s ensaios aumenta
em funcéo do tempo e em funcdo de oxigenacédo do meio de cultura até 2,0 [pm. O
aumento do fluxo de oxigénio para 3 Ipm resultou em declinio na curva de
crescimento. A viabilidade celular se manteve alta e estavel nas condi¢cdes dos

experimentos.
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