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RESUMO

A glutationa (GSH) é um tripeptideo produzido por fermentacdo de Saccharomyces cerevisiae.
Em virtude do custo do processo, o uso de subprodutos agroindustriais como substrato, torna-
se interessante. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar as concentragboes de extrato de
levedura e soro de leite liquido para producdo de GSH a partir desta levedura. Para tal, foi
realizado um Delineamento Composto Central, tendo-se como resposta a concentracdo de GSH
produzida. As fermentagbes foram realizadas em agitador a 20 °C, 300 rom, 5 % de inoculo
(v/v), PHiicas 5, durante 96 h. Com isso foi obtido um modelo linear e os dados tratados
estatisticamente por analise de varidncia. A maior concentracdo de GSH e biomassa obtido foi
352,03 mg/L e 17,29 g/l respectivamente quando utilizado 44 g/L de extrato de levedura e
18% de soro de leite liquido, o que torna vidvel o uso de soro de leite liquido como substrato
em bioprocessos.
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INTRODUCAO

A glutationa (GSH) é um tripeptideo formado por acido glutamico, L-cisteina e glicina. Sua
principal funcdao é evitar a oxidacao celular, além de outras diversas fungdes, como na
desintoxicagdo de uma variedade de xenobidticos, transporte de aminoacidos e sintese de
proteinas e acidos nucleicos (LIN et al., 2009). Com a descoberta de mais fungdes e
propriedades, tem sido amplamente utilizada em farmacos e tem potencial para ser utilizada
como aditivo alimentar e nas industrias de cosméticos (ROLLINI; MUSATI; MANZONI, 2010).

A GSH é produzida por processo fermentativo sendo a Saccharomyces cerevisiae e Candida
utilis as leveduras mais utilizadas para produgao em escala industrial (SANTOS et al., 2010). Em
processos fermentativos, a composicdo do meio de cultivo € um dos parametros mais
importantes para a producao de produtos em grande escala, visto que 30-40 % do custo do
processo ocorre em funcdao da composicao do meio de crescimento (GOUD; CHAITANYA;
REDDY, 2013). Sendo assim, entre as possiveis alternativas de reduzir o custo de processo de
fermentacdo, o uso de produtos agricolas, subprodutos lacteos e residuos industriais como fonte
de carbono e nitrogénio tem demostrado grande interesse (AGARWAL et al., 2006).

Dentre estes subprodutos, o soro de leite é economicamente e ecologicamente muito
interessante como substrato para processos fermentativos, sendo o principal subproduto liquido
das industrias leiteiras (SOUPIONI et al., 2013). O soro de leite retém 55% dos nutrientes do
leite (AGARWAL et al., 2006), sendo seus principais componentes depois da agua, lactose (70-
72 % do total de sélidos), proteinas (8-10 %) e minerais 12-15 % (JELEN et al., 2003).
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Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a melhor concentragao de extrato de levedura e
soro de leite no meio de cultivo que promova a maxima producao de GSH por S. cerevisiae.

MATERIAL E METODOS

Micro-organismo e meio de cultivo

A Saccharomyces cerevisiae ATCC 7754 foi utilizada, sendo obtida junto a Colecao de
Culturas Tropical da Fundacdo André Tosello (Campinas — SP). As culturas foram mantidas a 4
oC em agar YM.

O meio utilizado para a produgao de GSH continha: glicose 54 g/L e MgS04.7H,0 12 g/L, com
PHinical 5,0 (SANTOS, 2008). O extrato de levedura (16-44 g/L) e o soro de leite liquido (7-18 %)
foram adicionados de acordo com os niveis de planejamento experimental (Tabela 1). Apds 32 h
de incubacao, foram adicionados 4 mM de cisteina, acido glutamico e glicina (ANSCHAU, 2010).

A glicose e o soro de leite liquido foram esterilizados separadamente e antes da inoculacao
com 5 % de indculo (v/v), foram misturados aos outros componentes do meio.

Preparacao do inoculo
A obtencdo do indculo foi realizada em agitador rotativo (New Brunswick, mod. INNOVA 44)
em frasco Erlenmeyer (250 mL) contendo 100 mL de caldo YM, durante 24 h, 30°C e 150 rpm.

Condigoes de fermentagao

As fermentacOes foram realizadas em agitador rotativo (New Brunswick, mod. INNOVA 44),
utilizando frascos Erlenmeyer (250 mL) contendo 50 mL de meio de fermentagao (meio +
indculo). O processo foi desenvolvido a 20 °C 300 rpm, por 96 h com amostragem nos tempos
de 24, 48, 72 e 96 h.

Planejamento experimental

Para avaliagao das melhores concentragdoes de extrato de levedura e soro de leite foi feito
delineamento composto central (DCC) com dois pontos centrais, totalizando seis ensaios. A
matriz do planejamento com os niveis codificados e reais (entre parénteses) esta apresentada
na Tabela 1, sendo os resultados analisados utilizando o software Statistica 5.0.

Método analitico

A concentracdo de GSH foi determinada de acordo com o método descrito por Owens e
Belcher (1965) e a concentragdo de biomassa também foi determinada por analise
espectrofotométrica.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Observa-se na Tabela 1 que apds 96 h de fermentacdo, a concentracao de GSH e biomassa
variou de 205,02 a 352,03 mg/L e 10,25 a 17,29 g/L, respectivamente. Sendo em ambas
respostas, a maior concentracdao obtida no ensaio 4, utilizando-se 44 g/L de extrato de levedura
e 18 % de soro de leite liquido. Referente a concentracdo de GSH, este resultado foi superior
comparado com outros trabalhos reportados na literatura, de modo que Anschau (2010) obteve
236,02 mg/L, Santos et al. (2010) 340 mg/L, Santos et al. (2012) 271,9 mg/L e Zhao et al.
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(2013) 278,9 mg/L. Em relacao a concentracao de biomassa, este resultado foi superior
comparado com Santos et al. (2010), que obteve 16,26 g/L.

Tabela 1 — Matriz do planejamento experimental com niveis codificados e reais (entre
parénteses) e os valores de concentracao de GSH e biomassa apds 96 h.

Ensaio Extrato de Soro de leite Concentracgao de Concentragao
levedura (%) GSH (mg/L) de biomassa

(g/L) (g/L)

1 -1 (16) -1(7) 214,92 10,25

2 1 (44) -1(7) 272,49 15,87

3 -1 (16) 1(18) 205,02 10,58

4 1 (44) 1(18) 352,03 17,29

5 0 (30) 0(12,5) 278,21 14,35

6 0 (30) 0 (12,5) 245,43 12,95

Os dados de 96 h foram submetidos a analise estatistica, utilizando 90 % de confianca,
sendo os resultados apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Resultados da analise de regressao da concentracao de GSH

Fatores Coeficiente Erro Padrao t(2) p-valor

de Regressao
Média* 261,35 6,69 39,03 0,0006
Extrato de levedura* 51,14 8,20 6,23 0,0247
Soro de leite 17,41 8,20 2,12 0,1677
Interacao 22,36 8,20 2,72 0,1122

*Fatores significativos (p<0,1).

A analise de variancia foi realizada, sendo o valor de Feaicuiado (11,16) maior que Frabelado (4,54)
e o valor de R? de 0,96. Desta forma foi possivel obter o grafico de contorno, conforme
demostrado na Figura 2. A Equacao 1 mostra o modelo, onde X; (extrato de levedura) X, (soro
de leite).

Conc. de GSH (mg/L) = 261,35 + 51,14. X1 + 17,41 Xo + 22,36 X1 X (1)

B <20
<20

Extrato de Levedura (g/L)

Figura 2 — Grafico de contorno da concentragdo de GSH (96 h de incubacao) em relagdo a
concentragao de extrato de levedura e soro de leite.
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Através do grafico de contorno (Figura 2) gerado pelo modelo, é possivel observar que
maiores concentragdes de extrato de levedura e soro de leite no meio de cultivo, resultam em
concentragao de GSH mais elevada.

CONCLUSOES
Os resultados deste trabalho demonstraram que maiores concentragdes de extrato de
levedura e soro de leite, promoveram a maior concentracao de GSH em S. cerevisiae, tornando
viavel o uso de soro de leite liquido como substrato para producdao de GSH, diminuindo o
impacto ambiental causado por esse subproduto de industrias leiteiras, além de reduzir o custo
de producao de GSH por processo fermentativo.

Agéncias de Fomento: CNPq.
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