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Sumario

Sumario

O crescimento microbiano ocorre com o consumo das fontes de energia presentes
no meio e a libertacdo de metabolitos para o meio extracelular. A variacdo da
concentracdo destas espécies serviu de base para o desenvolvimento de um método
electroquimico de avaliagdo do crescimento de leveduras.

As espécies utilizadas neste estudo foram a Candida utilis e Saccharomyces
cerevisiae em meios contendo diferentes fontes de carbono e energia: glucose, etanol e
acido lactico.

Os voltamogramas registados nos diferentes meios de cultura apresentaram sinais
bem definidos cujas intensidades de corrente variaram ao longo do tempo. Os resultados
obtidos por voltametria de varrimento linear (LSV) e voltametria de onda quadrada
(SWV), foram semelhantes. Os valores de intensidade de corrente — corrente de pico (para
SWV) e corrente limite (para LSV) — nas culturas de células foram compardveis aos
correspondentes valores de densidade Optica, em termos da sua variacdo ao longo do
tempo. Estes resultados apresentam uma tendéncia similar quando séo representados
como curvas de crescimento. Com base no método proposto foi possivel estimar taxas de
crescimento comparaveis as obtidas por turbidimetria.

O método proposto foi caracterizado tendo em vista o estabelecimento do
intervalo de aplicabilidade, e os efeitos da variacdo da dimensdo do microeléctrodo e da
técnica voltamétrica.

A anélise por cromatografia de HPLC das solugfes sobrenadantes permitiu o
estabelecimento de correlacGes entre as concentragfes de nutrientes e a intensidade de

corrente medida ao longo do tempo.
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Abstract

Abstract

Microbial growth is accomplished by the consumption of nutrients and by the
release of metabolites into the extracellular media. Based on changes in the concentration
of electroactive species, an electrochemical method is proposed to evaluate microbial
growth.

The yeasts Candida utilis and Saccharomyces cerevisae grown in liquid media
containing either glucose, ethanol or lactic acid as carbon and energy sources were used.

The voltammograms obtained in the different growth media displayed well-
developed responses which current intensity varies along time. Similar results were
reached with either linear sweep voltammetry (LSV) or sqware wave voltammetry
(SWV). The current intensity values — peak current (for SWV) and limiting current (for
LSV) - in the growing cultures were comparable to the corresponding optical densities, in
terms of their variation along time. These data displayed similar trends when plotted as
growing curves. For both yeast species, the growth rates estimated with the
electrochemical method were similar to those obtained by the optical method.

The proposed method was characterized by evaluating the applicability range and
the effects of the microelectrode dimension and the voltammetric technique.

During the growth of the yeasts, samples of the spent growth media were analysed
by HPLC and the nutrient/ metabolite concentrations were related to the intensity

currents.
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Obijectivo

Objectivo

A turbidimetria figura entre os métodos mais amplamente utilizados para a
avaliacdo do crescimento microbiano em meio liquido. No entanto, a utilizacdo deste
método esta restrita a populacdes de células que se desenvolvem formando suspensdes
homogéneas. No caso de espécies microbianas que formam filamentos ou agregados
celulares, tal como os fungos filamentosos, € necessario desenvolver métodos igualmente
expeditos que permitam avaliar o crescimento das populagdes.

A utilizacdo de métodos electroquimicos recorrendo a microeléctrodos permite
detectar e quantificar espécies electroactivas num vasto conjunto de condicGes
experimentais, nomeadamente em meios complexos como 0s normalmente utilizados para
o cultivo de microrganismos.

Durante o crescimento microbiano ocorre o consumo dos nutrientes presentes no
meio e a excrecdo de compostos resultantes do metabolismo dos microrganismos. Se a
concentracdo dessas espécies ao longo do crescimento microbiano se relacionar com a
biomassa celular presente, a quantificacdo dessas espécies poderd servir de base ao
desenvolvimento de um método alternativo que possibilite a avaliacdo do crescimento
microbiano, independentemente do grau de homogeneidade da cultura.

Pretende-se com este método que as analises nas culturas sejam rapidas, de
simples manipulagdo e isentas de qualquer tipo de tratamento prévio das amostras.

A validacdo deste método sera efectuada com base em estudos de crescimento de
leveduras que metabolizam a fonte de carbono e energia através de mecanismos
diferentes — respiracdo e fermentacdo — em meios contendo, como fonte de carbono e

energia, espécies de natureza quimica diferente — glucose, etanol e acido lactico.
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Significado / Unidade usual

areaou
absorvancia

ordenada na origem da recta de calibracéo
area do pico relativa a arabinose

absorvancia normalizada

area do pico relativa a solucdo padréo

declive da recta de calibracao

capacidade da dupla camada

concentracdo analitica do acido molecular (M)
concentracdo analitica da solugédo padrao (M)
concentracdo da solucédo de padrdo interno (M)
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Simbolos e abreviaturas

EO potencial padrao de reducéo (V)

= potencial para qual a intensidade de corrente € % da intensidade de
corrente maxima (V)

= potencial para qual a intensidade de corrente € % da intensidade de
corrente méxima (V)

Esw meia amplitude de patamar em patamar em SWV (mV)
f frequéncia (s™)

F constante de Faraday (96 480 C mol™)

fq factor de diluicédo

fp factor de resposta da solucdo padrédo

fpi factor de resposta da solucdo de padréo interno

g factor de convergéncia

I intensidade de corrente (A)
le intensidade de corrente capacitiva (A)

lg intensidade de corrente directa ou
intensidade de corrente de difusédo (A)

l¢ intensidade de corrente faradaica (A)

Ii intensidade de corrente inversa (A)

I intensidade de corrente limite (A)

I intensidade de corrente limite normalizada (A m™)

I, intensidade de corrente de pico (A)

Ion intensidade de corrente de pico normalizada

Al intensidade de corrente diferencial ou
variacdo da intensidade de corrente relativamente ao valor de referéncia
(A)

Al variacdo da intensidade de corrente de pico (A)
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Introducéo Capitulo I

1. Consideracoes gerais
sobre electroquimica

A Quimica ¢ uma ciéncia central estabelecendo interfaces com a Biologia, a
Fisica, a Geologia, a Matematica entre outras. Destas interfaces desenvolveram-se areas
de conhecimento de grande importancia tais como a Bioquimica, a Quimica-Fisica, a
Quimica Inorganica, a Quimica Teodrica e a Quimica Analitica. O presente trabalho
insere-se na area de Quimica Analitica, mais precisamente na aplicacdo da electroanalise
em sistemas bioldgicos.

A electroquimica estuda fenémenos associados a processos de separagdo de
cargas que conduzem, na maior parte dos casos, a transferéncia de carga que podem
ocorrer numa unica fase (transferéncia homogénea) e entre diferentes fases (transferéncia
heterogénea).

As técnicas electroquimicas podem classificar-se em dois grupos. No primeiro, a
intensidade de corrente € nula e corresponde as técnicas potenciométricas. No segundo, a
intensidade de corrente pode variar durante a experiéncia, ou mesmo ser constante, como
por exemplo, a amperometria e a coulometria. No trabalho experimental realizado foram
utilizadas técnicas amperométricas, nomeadamente, a voltametria de varrimento linear e a
voltametria de onda quadrada.

Nas técnicas voltamétricas ¢ registada a intensidade de corrente em fungdo do
potencial aplicado, obtendo-se voltamogramas a partir dos quais € possivel identificar as
espécies electroactivas e determinar as suas concentragdes. O potencial ¢ aplicado a um
eléctrodo de trabalho de dimensdes reduzidas e a intensidade de corrente registada é
normalmente baixa, na ordem dos pA. As duas técnicas voltamétricas utilizadas serdo

referidas nas seccoes 1.2.1 e 1.2.2.
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Capitulo I Introducéo

A utilizagao de eléctrodos com reduzidas dimensdes designados na literatura por
microeléctrodos ou ultramicroeléctrodos, confere as técnicas electroquimicas diversas

vantagens, tais como elevada sensibilidade e baixos limites de detec¢ao.

1.1. Caracteristicas dos microeléctrodos

A denominagdo de microeléctrodos esta associada a sua pequena dimensao, sendo
no entanto dificil estabelecer limites numéricos, na pratica estes deverdo apresentar uma
dimensao que varie entre 0,1 a 50 um.

Os microeléctrodos apresentam uma resposta voltamétrica estaciondria quando
sujeitos a perturbagdes eléctricas suficientemente longas, isto ¢, respostas que sio
independentes do tempo. Este estado estacionario que teoricamente nunca € atingido, na
pratica pode ser obtido com microeléctrodos. Em estado estacionario as concentragdes na
vizinhanga do eléctrodo ndo variam com o tempo, devido ao transporte de massa ser
muito efectivo [1].

Quando se utilizam microeléctrodos em solugdes contendo uma concentragdo
elevada de electrolito suporte, o transporte das espécies electroactivas para a sua
superficie ¢ assegurado pela difusdo convergente e a intensidade de corrente ¢
directamente proporcional a menor dimensdo do eléctrodo. A camada de difusdo de
estado estacionario ¢ semelhante em termos de grandeza fisica as dimensdes do
microeléctrodo que por sua vez devera ser inferior a espessura da camada estagnante, para
que as concentragdes ndo sejam significativamente afectadas pela conveccao natural [2].

Os microeléctrodos podem apresentar geometrias diferentes tais como esférica,
hemisférica, de disco, de anel e de fio (figura 1.1), e por conseguinte obter-se geometrias

de difusdo diferente [3].

4 Desenvolvimento de um Método Electroquimico para a Avaliacdo do Crescimento Microbiano
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N

Eléctrodo esférico Eléctrodo hemisférico Eléctrodo de disco

QL L
LI A

'{\
Eléctrodo de anel Eléctrodo planar semi - infinito Eléctrodo de fio

Figura 1.1 — Representagdo esquematica de microeléctrodos com geometrias mais usuais e respectivos
fluxos difusionais

As caracteristicas anteriormente enumeradas que valorizam a utilizagdo dos
microeléctrodos em Quimica Analitica, sdo consequéncias das suas propriedades
intrinsecas de transporte de massa, queda 6hmica e intensidade de corrente capacitiva,

que sao apresentadas em seguida.

1.1.1. Transporte de massa

Numa voltametria, processo durante o qual ocorre uma electrdlise, verifica-se um
gradiente de concentragdo junto ao eléctrodo, provocado pelo consumo de espécies
electroactivas. Ainda que exista uma agitagdo mecanica muito forte na solugdo, junto ao
eléctrodo existe sempre uma camada em que a solugdo ndo ¢ homogénea. A difusdo
ocorre como resultado do gradiente de concentragdo tendendo a eliminé-lo.

A difusdo ¢ o processo de transporte de massa mais importante, podendo no
entanto ocorrer associado a este, outros tais como a convecgao e a migracao.

A conveccao pode ocorrer naturalmente devido a temperatura na solugdo, a
ocorréncia de vibragdes e a gradientes de densidade associados a redugdo electroquimica.
Este processo estd associado ao movimento de volumes reduzidos de solucdo, que
transportam os i0es ou as moléculas das espécies activas, assim como dos electrolitos. Os
fluxos devidos a convec¢ao predominam no seio da solugdo e tendem para zero a

superficie do eléctrodo.
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Capitulo I Introducéo

A migracdo ¢ o movimento de particulas carregadas, devido a existéncia de um
campo eléctrico. Pode-se minimizar a migracao das espécies electroactivas através da
adi¢do de um excesso de electrolito que assegura a electroneutralidade junto do eléctrodo

onde ocorre a reacgao de redugdo ou oxidagao.

Numa experiéncia de cronoamperometria em condigdes de controlo por difusdo,
isto ¢, quando a concentragdo das espécies que sofrem electrélises ¢ nula a superficie do
microeléctrodo, a intensidade de corrente pode ser calculada com base na segunda lei de
Fick nas coordenadas mais adequadas a geometria do eléctrodo.

Para tempos elevados de perturbagdo a difusdo para a periferia dos
microeléctrodos tende a ser mais significativa, estando na origem das elevadas densidades
de corrente observadas nos microeléctrodos comparativamente as relativas aos eléctrodos

de maiores dimensoes.

1.1.2. Queda Shmica

A queda 6hmica ¢ um processo que resulta da utilizacdo de uma fraccdo RI do
potencial aplicado por qualquer corrente que flui numa célula, em que I € a intensidade de
corrente ¢ R a resisténcia da célula. Como consequéncia deste processo as respostas
experimentais sdo normalmente distorcidas, sendo importante usar condi¢cdes em que o
factor RI seja normalmente inferior a 1 mV. Este facto significa que experiéncias
realizadas em intervalos de tempo curtos, em solugdes cuja concentragdo de espécie
electroactiva ¢ elevada ou em meios resistivos originam respostas distorcidas nado
permitindo uma andlise correcta dos resultados.

Quando s3o usados microeléctrodos a queda 6hmica ¢ reduzida devido as baixas
intensidades de corrente medidas (na ordem dos nanoamperes), mesmo em solugdes de
elevada concentragdo de espécie electroactiva.

Com microeléctrodos normalmente usa-se uma célula de dois eléctrodos. A
distribuigdo primaria de corrente numa célula em que ambos os eléctrodos sdo de disco ¢
cilindrica [4], neste caso a resisténcia da solugdo contida entre os dois eléctrodos ¢ dada

por:

6 Desenvolvimento de um Método Electroquimico para a Avaliacdo do Crescimento Microbiano



Introducéo Capitulo I

11 1
R:E(r—‘r] (1.1)

€ a

onde ¢ a condutividade da solug¢do, 1. ¢ o raio do eléctrodo de trabalho ¢ r, ¢ a
distancia que separa os dois eléctrodos. Quando os eléctrodos de trabalho utilizados sdo

microeléctrodos, r, << r, € a equacdo 1.1 pode ser simplificada:

1

4xr,

R =

(1.2)

Esta equacdo mostra que a distancia entre o eléctrodo auxiliar e o eléctrodo de
trabalho ndo influéncia a resisténcia da célula, sendo inversamente proporcional ao raio
do eléctrodo de trabalho ¢ a condutividade da solugdo. De forma a diminuir-se a
resisténcia da célula electroquimica utilizam-se normalmente concentragdes elevadas de
electrélitos em solventes com constante dieléctrica elevada.

Em regime de estado estaciondrio a intensidade de corrente ¢ proporcional a
dimensdo do microeléctrodo prevendo-se que RI seja independente do tamanho do
eléctrodo. No entanto, diferentes estudos mostram que o efeito da queda 6hmica em
solugdes de baixa concentracdo de electrdlito suporte ¢ menor quando se utilizam
microeléctrodos de menores dimensdes [5]. Quando a intensidade de corrente ¢
proporcional a area do eléctrodo, em regime de difusdo planar, a queda 6hmica depende

do raio do microeléctrodo.

1 -
legre oL I, (1.3)

A equagdo 1.3 mostra que a queda Ohmica afecta tanto mais as respostas
voltamétricas quanto maior ¢ a dimensdo do microeléctrodo. Assim, os microeléctrodos
sao uma ferramenta de trabalho em electroquimica que permite a simplificagdo da
instrumentagdo. Neste caso, ndo ha necessidade de controlo do potencial através de um
potenciostato, numa célula electroquimica de trés eléctrodos, como acontece quando se

utilizam eléctrodos de tamanho convencional [6]. O potencial pode ser aplicado
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directamente através de um gerador de ondas, sendo a fun¢do do eléctrodo secundario

desempenhada pelo de referéncia.

1.1.3. Corrente capacitiva

Nos processos electroquimicos, a intensidade de corrente total deve-se ndo sé a
fenomenos faradaicos mas também a capacitivos. Estes ultimos sdo originados pela

transferéncia de carga associada a formagao da dupla camada eléctrica. [7].

Cq
| |
|
%. *——
Rs
VA VA VAN
R

Figura 1.2 — Circuito equivalente numa interface simples. C4, R e R, representam a capacidade da dupla
camada, a resisténcia faradaica e a resisténcia da solugdo, respectivamente.

O comportamento da interface entre um eléctrodo idealmente polarizavel e a
solu¢do pode ser traduzido pelo circuito equivalente representado na figura 1.2 [8]. A
capacidade de dupla camada eléctrica, C4 depende da carga eléctrica acumulada, q, e do

potencial aplicado:

cd=% (1.4)

Considerando uma variagdo linear de potencial (E = E; + vt) a resposta em

corrente deste circuito pode traduzir-se por:

I,=vC, +|:(%—Vcdjexp(—R—(t:dH (1.5)

em que I, ¢ a intensidade de corrente capacitiva, v a velocidade de varrimento do
potencial, E; o potencial inicial e t o tempo da perturbagdo. Esta intensidade de corrente
que ¢ adicionada a corrente faradaica, pode ser consideravel em situagdes de baixa

concentracdo de espécie electroactiva ou em escalas de tempo reduzidas, distorcendo as
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respostas obtidas. Geralmente o que se procura obter ¢ uma razdo elevada entre a
intensidade de corrente faradaica, I, ¢ a intensidade de corrente capacitiva, I.. Em
condi¢des de difusdo planar prevé-se que a dimensdo do eléctrodo ndo tenha qualquer
efeito sobre esta razdo. No entanto, em regime de estado estaciondrio em que a
intensidade de corrente de difusdo é proporcional ao raio do eléctrodo e a intensidade de
corrente capacitiva ¢ proporcional a sua area, esta razao ¢ inversamente proporcional ao

raio do microeléctrodo, como se pode verificar pela seguinte expressao:

Ig _
T (1.6)

1
re

('DHN | ('p’-‘

A expressdo 1.6 mostra que a interferéncia da intensidade de corrente capacitiva &

menos significativa em microeléctrodos eléctrodos de menores dimensoes.

1.2. Técnicas electroquimicas

Nesta sec¢do apresenta-se uma breve descrigdo das técnicas electroquimicas
utilizadas, nomeadamente a voltametria simples de varrimento linear e a voltametria de
onda quadrada. Na abordagem efectuada apresenta-se essencialmente as caracteristicas
das respostas obtidas em ambas as técnicas em que a intensidade de corrente € controlada

por difusdo.

1.2.1. Voltametria de varrimento linear em estado estacionario

A voltametria simples de varrimento linear ¢ uma técnica simplificada da
voltametria ciclica de varrimento linear. Nestas técnicas o potencial aplicado ao eléctrodo
de trabalho ¢ variado linearmente com o tempo. Na voltametria ciclica a variacdo de
potencial é efectuada nos dois sentidos, enquanto que na voltametria simples unicamente
se aplica um dos varrimentos.

Em regime estaciondrio as respostas voltamétricas sdo independentes do sentido
do varrimento de potencial, pelo que normalmente ¢ efectuado apenas um dos

varrimentos.
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Os parametros experimentais a ter em conta nesta técnica sao o potencial inicial,
Ei, o final, E, e a velocidade de varrimento. O potencial aplicado em cada instante ¢
funcdo da velocidade de varrimento, v, e do tempo, t, [9] como € apresentado na seguinte

expressao:

E (t)=E;- vt (1.7)

A voltametria de estado estacionario ¢ uma técnica electroquimica que apresenta,
uma vantagem, que ¢ a dependéncia linear com D, permitindo calcular rigorosamente os
coeficientes de difusdo.

Como resultado do potencial aplicado, a superficie do eléctrodo podem ocorrer
processos de natureza variada, que contribuem para a intensidade de corrente medida, tais
como a estruturagdo da dupla camada eléctrica, a adsorcdo especifica e reaccdes de
oxidacdo/reducdo. Por outro lado a intensidade de corrente faradaica depende das
velocidades relativas dos diferentes processos associados a transferéncia electronica,
nomeadamente, a difusdo das espécies electroactivas e a ocorréncia de reac¢des quimicas
homogéneas. Na auséncia destas, o processo global pode traduzir-se pela equacdo 1.8 e

pelo esquema na figura 1.3.

. kq
02305, ne?Rsh R (1.8)

1

. ) ~ S . ps
O’ e R’ representam as concentragdes de O e R no seio da solugdo, O° e R” representam

as concentracdes de O e R junto da superficie do eléctrodo, kq e kj sdo as constantes de
velocidade heterogénea da reacgdo directa e inversa, DO e DR sdo os coeficientes de

difusdo das espécies O e R, que sdo respectivamente as espécies oxidadas e reduzidas.
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| 1
O 0]
A i
D, |
kq |
k; |
Eléctrodo - I |
v
RS DR |
|
Camada de difusao | Interior da solugdo

Figura 1.3 — Esquema simplificado de uma reaccao de oxidacao - redugo na superficie de uma eléctrodo na
auséncia de reacgdes quimicas acopladas

A resposta em corrente de um eléctrodo hemisférico sujeito a uma perturbacao de

potencial, suficientemente negativo para que a concentracdo de O seja nula, pode ser

obtida a partir da resolu¢do da 2* lei de Fick em coordenadas esféricas:

(1.9)

onde D, € o coeficiente de difusdo da espécie electroactiva O, r € a distincia ao centro da

esfera, ¢ ¢ a concentragdao da espécie electroactiva O, que ¢ uma fungdo da distancia ao
eléctrodo e do tempo t.
Aplicando a transformada de Laplace a expressdo 1.9 e considerando as condi¢des

iniciais e de fronteira:

t=0,r=r., Co= Co (1.10)

t=t,r=r,Co=0 (L.11)

em que r. é o raio do microeléctrodo, Cp ¢ a concentragio da espécie electroactiva no

seio da solugdo, obtém-se:
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2 1/2
4nr;nFD ¢,

[=4nr.nFD c, +
e o~¥o (Tct)l/Z

(1.12)

onde F ¢ a constante de Faraday.

Esta equagdo apresenta duas situagdes limites, dependendo da escala de tempo da
experiéncia caracterizada pelo pardmetro adimensional ¢ (¢ = Dt/r?).
Para valores de ¢ pequenos a equagdo 1.12 simplifica-se devido a predominancia do
segundo termo, obtendo-se a equagdo de Cottrell. A outra situagdo limite corresponde a

valores de ¢ elevados conduzindo a seguinte expressao:

I, =4nnFr,D,c, (1.13)

onde I, ¢ a intensidade de corrente de difusdo e r, € o raio da hemisfera.

A expressdo equivalente para microeléctrodos de disco pode ser obtida através da

resolucdo da segunda lei de Fick em coordenadas cilindricas:

[, = 4nFD ,c,r, (1.14)

onde rq¢é o raio do microdisco.
A forma dos voltamogramas obtidos por voltametria simples de varrimento linear
(LSV) depende da reversibilidade do processo do eléctrodo. Quando o processo ¢

reversivel o voltamograma traduz-se por:

1= la

14(Dy/Dy Jexp (nF/RT)(E - EOH

(1.15)

onde E’ corresponde ao potencial de reducdo padrio e I € a intensidade de corrente de
difusdo. O potencial de meia onda que corresponde ao valor de potencial medido para I4/2

relaciona-se com o potencial de redugdo padrao:

RT D
Ey,=E’+—1In =&
1/2 oF n[Do] (1.16)
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A andlise da reversibilidade pode ser efectuada a partir de uma curva I-E,

representando um grafico de E versus log [(I;-I)/I]. Para uma temperatura de 298 K o

declive da recta devera ser igual a 59/n mV.
A reversibilidade pode também ser diagnosticada recorrendo ao critério de
Thomes, através dos valores de potencial medidos a 1/4 e a 3/4 de I4. Para um processo

reversivel tem-se:

RT
|E1/4—E3/4|=Elﬂ9 (1.17)

este valor ¢ igual a 56,4/n mV, para uma temperatura de 298 K.
1.2.2. Voltametria de onda quadrada

Esta técnica caracteriza-se pela aplicagdo, ao eléctrodo de trabalho, de um perfil
de potencial com impulsos. Em cada impulso o potencial varia instantaneamente de um

potencial inicial (E,) para um potencial final (E;).

A voltametria de onda quadrada desenvolvida por Barker, em 1952, foi pouco
usada devido a intimeras dificuldades electronicas que foram ultrapassadas gragas aos
progressos na instrumentacao, sendo actualmente muito utilizada em Quimica Analitica.

E uma técnica de elevada rapidez de resposta que permite obter limites de
detecgdo baixos devido a discriminacdo da corrente capacitiva. A resposta que se obtém ¢
em forma de pico, facilitando a identificagdo de espécies electroactivas em solugdo. A
possibilidade de separar as respostas relativas a processos que ocorram em potenciais
proximos, faz com que a reducdo do oxigénio nas amostras ndo altere as respostas
caracteristicas das espécies analisadas. A sua versatilidade faz com que seja uma técnica
muito utilizada quer em estudos analiticos quer em mecanisticos.

O perfil de potencial da voltametria de onda quadrada (SWYV), consiste numa
onda quadrada simétrica b), cuja meia amplitude de patamar a patamar € representada por
Esw, sobreposta a uma onda em escada a), originando o perfil c¢), como ¢ representado na

figura 1.4.
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Nos instantes iniciais de cada impulso, a intensidade de corrente capacitiva

apresenta um valor elevado, pois a carga da dupla camada ¢ proporcional a eV RC, em que

t ¢ o tempo apods a aplicacdo da perturbagdo, Cq4 € a capacidade da dupla camada e R ¢ a

resisténcia da solugcdo. Como a intensidade de corrente capacitiva decresce com o tempo

I/ 2) deve-se escolher

mais rapidamente que a corrente faradaica (que € proporcional a 1/t
adequadamente o instante em que se efectua a medicdo (t,) e geralmente tem um valor

elevado (2-200 ms) de modo a minimizar o efeito da intensidade de corrente capacitiva.

A

Potencial —

AES

b
Eqw ¢
FJ ’
<+ >
T tempo

Figura 1.4 — Representacdo esquematica do perfil do potencial em forma de escada (a), de onda quadrada
(b), resultante da soma do perfil de potencial em forma de escada e de uma onda quadrada (c).
Os instantes em que se efectuam as medic¢des de intensidade de corrente estdo assinalados por

(®)

Os pardmetros caracteristicos desta técnica sdo o potencial de meia amplitude de
patamar em patamar da onda quadrada (Egy), o periodo da onda em escada, que ¢
idéntico ao da onda quadrada (1), o incremento em potencial da onda quadrada AEg, a
largura de cada impulso (tp) que € o tempo caracteristico da cada experiéncia ¢ a
frequéncia (f).

A intensidade de corrente ¢ medida na parte final de cada meio ciclo

correspondente ao intervalo de tempo tm, obtendo assim, a intensidade de corrente directa
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(I4) e a intensidade de corrente inversa (I;). A diferenca entre estas duas intensidades de
corrente fornece o valor da intensidade de corrente diferencial (Al). A representacdo de Al
em fun¢do do potencial de onda em escada origina um voltamograma em forma de pico,

como se apresenta na figural.5.

! J."L*..T=I.:1T-I:'

Id

i

-
E

Figura 1.5 — Representacdo esquematica das intensidades de corrente directa (I;) e inversa (I})) e o
diferencial resultante (Al).

Esta técnica de voltametria apresenta a vantagem da intensidade de corrente
diferencial ser pouco afectada pela intensidade de corrente capacitiva.

Geralmente a intensidade de corrente diferencial ¢ comparada teoricamente com
uma intensidade de corrente adimensional ().

As intensidades de corrente experimental (I) e adimensional (y) sdo relacionadas

com o factor de Cottrell para o tempo caracteristico (t,) desta técnica:

nFAc ,DY?
1= 2y (1.18)
(mty)

A intensidade de corrente adimensional de pico (Ay) para nEgw = 50 mV e nAEg

=10 mV ¢ dada pela seguinte expressao:
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0,846

1,13
Ay, = +0,750+ 0,177 :
Vp exp( n j (1.19)

cm quc A:W (120)

A intensidade de corrente de pico, ou seja, a corrente diferencial maxima, ¢

traduzida na seguinte equacao:

. Dgz
AIp = nFAcO A\Vp (1.21)

Tttp

Analisando a equacdo (1.21), observa-se que a intensidade de corrente varia
linearmente com a concentragdo, permitindo que esta técnica seja aplicada para fins

analiticos. Outras vantagens da SWV ¢ a sua rapidez, obtendo-se para valores de AEq

entre 10 e 30 mV, velocidades de varrimento de (0,3 / n) a (60 / n) V s. E de salientar
que esta técnica apresenta uma elevada insensibilidade a presenca de oxigénio, o que
permite que muitas experiéncias ndo necessitem de desarejamento prévio, facto muito

importante para a realizagdo de estudos in vivo.

1.2.3. AplicagdOes das técnicas voltamétricas com microeléctrodos

Na literatura sao descritos inumeras aplicagdes dos microeléctrodos no dominio da
Quimica Analitica, devido as suas caracteristicas fundamentais.

Na realidade, o aparecimento e caracterizacdo dos microeléctrodos resultaram da
necessidade de se realizarem estudos in vivo, onde era crucial a dimensdo ser reduzida.
Algumas das aplicagdes relevantes descritas na literatura, incluem a determinacdo de
metais [10], de compostos bioldgicos [11-13], de neurotransmissores em fatias de cérebro
[14]. As suas reduzidas dimensdes permite posiciona-los em posi¢des bem determinadas,
pelo que foi possivel determinar niquel numa unica célula bioldgica [15], assim como
analisar o citoplasma de uma unica célula [16]. Foram efectuadas determinacdes de
diversos compostos biolodgicos e neurotransmissores em cérebros de rato anestesiados, de

chumbo em sangue [17], de acido urico em urina [18]. A determinag¢do de amino-acidos
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em urina também tem sido realizada por técnicas voltamétricas com eléctrodos de cobre e
ouro [19].

O estudo do comportamento de medicamentos anti — HIV foi também efectuado
com microeléctrodos de platina [20]

Outros trabalhos referem o comportamento voltamétrico em suspensdes de células
vivas de T. shanghaiensis [21] assim como em suspensdes de células vivas de
Saccharomyces cerevisiae [22].

A insensibilidade dos microeléctrodos ao efeito da queda 6éhmica permite realizar
estudos em que a concentracdo das espécies electroactivas ¢ elevada [23]. Esta
caracteristica inerente aos microeléctrodos simplifica o processo de determinagdes
analiticas, permitindo a realizacdo de experiéncias sem adi¢do de electrolito suporte que
para além de ser uma fonte de impurezas pode reagir com as espécies em estudo [24, 25].
A determinagdo de metais na auséncia de electrélito minimiza os erros associados a
contaminagdo associada a alteracdo da forma em que as espécies se encontram em
solucao.

A voltametria de varrimento linear em estado estaciondrio foi utilizada em
sistemas resistivos como por exemplo, a determinacdo de clorobenzeno em solugdes de
elevada concentragao [26] e em estudos de compostos biologicos [27, 28]. Esta técnica
foi também utilizada em amostras de produtos lacteos [29] e em o6leos lubrificantes [30,
31]. A utilizagdo de solventes de baixa constante dieléctrica ¢ ainda pouco explorada,
existindo no entanto estudos [32] que demonstram a possibilidade de determinar
quantidades vestigiais de metais (chumbo, cadmio e zinco) em acetonitrilo, metanol e
etilenoglicol. Por voltametria de varrimento linear foi possivel quantificar o antraceno em
clorobenzeno presente como impureza em fenantreno comercial [26].

O transporte de massa muito elevado e a obtencdo de respostas de elevada
qualidade em tempos muito reduzidos, sdo factores que possibilitam obten¢dao de dados
cinéticos de processos muito rapidos [33, 34].

Alguns trabalhos realizados no dominio das aplica¢des alimentares compreendem
a determinacdo de acido ascorbico em alimentos tais como batatas, molhos € morangos,
sem recorrer a tratamento prévio da amostra [35, 36]. Por voltametria de onda quadrada e

com microeléctrodos cilindricos foram determinadas algumas espécies electroactivas tais
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como oxigénio, o acido ascorbico [37] e alguns anti-oxidantes alimentares em flocos de

puré de batata [38].

1.3. Reducao electroquimica de acidos fracos

Em regime estaciondrio, o transporte de massa verificado com a utilizacdo de
microeléctrodos permite a visualizacdo de um sinal electroquimico em solugdes de
acidos. A reducdo electroquimica destes ocorre com a formagao de hidrogénio molecular.
A sua difusdo para o seio da solu¢do impede a formagao de bolhas de gés a superficie do
eléctrodo, o que impossibilita a obtencdo de um sinal electroquimico bem definido em
solugoes de acidos fracos e fortes em estado ndo estacionario.

A reacgdo de evolugdo do hidrogénio envolvendo a descarga de ides hidrogénio a
partir de solugdes de acidos fortes e fracos, nomeadamente, acido acético, percldrico,
nitrico, foi analisada por voltametria de varrimento linear com micoeléctrodos de platina.

O mecanismo proposto na literatura [39] para a redug¢do de acidos fracos ¢

apresentado em seguida:

9 + -
HA <= H + A (122)
+ =
2H +2¢” <= H, (123)

Este processo caracteriza-se por uma reac¢cdo quimica em fase homogénea,
seguida a reac¢do de transferéncia de carga, com o envolvimento de dois electrdes. A
intensidade de corrente limite depende dos coeficientes de difusdo do acido molecular
(Dua) € do ido hidrogénio (Dy"), da concentragdo do ido hidrogénio em equilibrio no seio

da solucao ([H+]b) e da concentragdo analitica do &cido fraco ndo dissociado (Cya) [40]:

I, = 4nFr,|(Dyr, ~Dyua )i PP+ DyaCou | (1.24)

Podem considerar-se duas situagdes limite. Quando a concentragao de acido ¢

C . +b.
elevada, a sua ionizacdo ¢ pouco extensa, i.e., Cya)) [H']":
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A outra situa¢do correspondente a solugdes muito diluidas em que o acido estad
. . . . + .
praticamente todo ionizado, podendo considerar-se [H 1)) Cha, assim:

I, =4nFry(Dy, ~Dya ) [1t]° (1.26)

Quando se considera um intervalo de concentracdes de acido mais ou menos
extenso, deve-se considerar ndo sé estas duas situacdes limite, como também a intermédia
em que a intensidade de corrente ¢ controlada por ambos os coeficientes de difusdo
Dy € Dya (equagdo 1.24).

Foram efectuados estudos com microeléctrodos em solugdes tampao de acidos
mono e poliproticos por voltametria de varrimento linear [39] em que foi comparado o
sinal electroquimico obtido numa solucdo de acido fraco tamponizada com o obtido na
mesma solu¢do sem tampao. Foi verificado que a intensidade de corrente limite obtida ¢
inferior na primeira, o que comprova o mecanismo acima proposto [40]. Neste trabalho
foram ainda descritas as diferencas verificadas nos potenciais de meia onda,

caracteristicos das espécies electroactivas em analise, nas duas solu¢des de acidos fracos.
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2. Consideracoes gerais
sobre microrganismos

A microbiologia estuda organismos cujas dimensdes sdo demasiado reduzidas para
serem percebidos a “vista desarmada” e que se denominam microrganismos.

A vida neste planeta comecou a 4 mil milhdes de anos com microrganismos e
provavelmente estes serdo os Ultimos sobreviventes. Estes sdo actualmente a maioria dos
seres vivos e tém uma extensa distribuicdo taxonomica, incluindo alguns animais
protozoarios, muitas algas e fungos, bactérias e virus [41].

Como j4 se referiu o0 objectivo deste trabalho é o desenvolvimento de um método
electroquimico para a avaliacdo do crescimento microbiano com o intuito de ultrapassar
algumas restricOes apresentadas pelos métodos classicos para este fim. Essas restricdes
manifestam-se principalmente na avaliacdo do crescimento de fungos filamentosos que,
em meio liquido, ndo formam suspensdes homogéneas e por iSSo 0 seu crescimento nao
pode ser avaliado por turbidimetria (método mais usual, descrito na sec¢do 2.2). No
entanto neste trabalho os microrganismos estudados foram leveduras, as quais se
diferenciam dos fungos por se apresentarem, usual e predominantemente sob a forma
unicelular e em meio liquido formarem suspensGes homogéneas. As leveduras
diferenciam-se das algas pois ndo efectuam a fotossintese e dos protozoarios porque
possuem uma parede celular rigida. Sdo também facilmente diferenciadas das bactérias
devido a apresentarem dimensdes maiores e propriedades morfologicas diferentes [42].

As leveduras sdo seres eucarioticos, unicelulares, ndo moveis, sem clorofila,
quimiossintetizantes e capazes de se reproduzirem sexuada e assexuadamente, sendo a
forma mais comum de diviséo celular por gemulacéo ou fissdo. Na fissdo, a célula divide-
se simetricamente dando origem a duas células semelhantes, pelo contrario a divisdo por
gemulagdo € visivelmente assimétrica. Neste Ultimo caso, a célula parental produz um

broto que vai crescendo durante o ciclo celular até finalmente separar-se da célula
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original. Na reproducdo sexuada as leveduras reproduzem-se por esporos endogenos
(ascosporos), contidos no interior da célula mae.

As leveduras ndo constituem um grupo de microrganismos com significado
taxonomico sendo diferenciadas de acordo com as suas caracteristicas morfoldgicas e

fisiolégicas. A morfologia das leveduras é muito variavel como se pode ver na figura 1.6.

Figura 1.6 — Representacdo de diferentes morfologias de leveduras: A - Saccharomyces cerevisiae; B -
Saccharomyces ludwigii, C - Geotrichum candium; D — Pichia membranaefaciens

As leveduras sdo um grupo de microrganismos bem conhecido pelos seus
contributos para a indastria alimentar. A producdo de alimentos como o pdo, bebidas
alcoolicas (vinho, cerveja, champanhe, sidra, etc.) deve-se sem dlvida a algumas espécies
de leveduras. No entanto, existem outras espécies de leveduras que podem deteriorar
produtos que em escala industrial pode conduzir a grandes perdas econémicas [43]. A
deterioracdo de alimentos e bebidas conduzida por microrganismos € essencialmente um
processo competitivo que decorre entre leveduras, bactérias e fungos filamentosos. Essa
deterioracdo ocorre com frequéncia em locais domésticos como por exemplo garrafas de
polpa de tomate, molhos, geleias e xaropes abertas e armazenadas ha algum tempo podem
fermentar ocasionalmente. Em fatias de “bacon”, sumos de fruta empacotados e abertos
durante muito tempo desenvolvem-se populages significativas de leveduras a superficie.

No presente trabalho foram utilizadas duas espécies de leveduras a Candida utilis

e a Saccharomyces cerevisiae (figura 1.7).
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Figura 1.7 — Imagem da levedura Candida utilis (A) e Saccharomyces cerevisiae (B)

Estudos recentes mostram a importancia de algumas espécies de leveduras no
meio ambiente e na agricultura. Nomeadamente, Arnold e seus colaboradores
investigaram a possibilidade de culturas de diferentes espécies de leveduras crescerem e
serem utilizadas para o tratamento de efluentes poluidos por fertilizantes e verificou que a
Candida utilis e Galactomyces geotrichum sdo eficazes na reducdo da poluicdo dos
efluentes [44].

Diferentes estirpes da levedura Candida utilis s&o utilizadas para a producéo de
biomassa, de &cido acético e de acetato de etilo a partir do etanol. Existem alguns estudos
que demonstram a maior capacidade de determinadas estirpes de Candida utilis na
degradacdo do etanol e conversdo em biomassa, acido acético e acetato de etilo [45].

As indastrias alimentares sdo responsaveis por 45 % da polui¢do organica total.
Um processo que inclui um reactor anaerobio acidogénico e um reactor de leveduras em
série € proposto para o tratamento de elevadas concentraces de efluentes da industria
alimentar. A Candida utilis é utilizada em reactores de banhos continuos com &cido
acético, acido propionico, ou acido butirico ou uma mistura dos trés com um pH de 3,5
para minimizar a contaminagdo bacterioldgica [46].

Os resultados obtidos em estudos efectuados por Christen e colaboradores sobre a
eliminacdo do etanol mostram a possibilidade deste composto volatil ser eliminado com
biofiltracdo do bagaco inoculado com uma cultura pura de Candida utilis [47].

Num trabalho realizado por Olesen e Stahnke verificou-se a influéncia de culturas
de leveduras e Candida utilis no aroma de carnes e salsichas. Foi demonstrado que a
Candida utilis devido a sua actividade metabdlica produz uma maior quantidade de
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compostos volateis do que a Debaryomyces hansenii, importantes para o aroma das
carnes e salsichas [48].

Como se pode verificar a Candida utilis € uma levedura de grande interesse
economico na industria alimentar e agricola, principalmente.

No que respeita & Saccharomyces cerevisiae € uma levedura muito conhecida
pelo seu papel na fermentacdo do pédo e de algumas bebidas alcoolicas como a cerveja e
os vinhos. Além disso algumas espécies de Saccharomyces cerevisiae podem aumentar a
producédo das enzimas digestivas e até mesmo diminuir efeitos colaterais gastro-instetinais
de antibidticos. Pesquisas recentes comprovam um aumento da Imunoglobina A na
mucosa intestinal com o uso do farmaco (Bonatropheen) que contém esta levedura. As
vitaminas de sua férmula melhoram notavelmente a aparéncia e a salde da pele, cabelos e
unhas [49].

Um modelo experimental de Saccharomyces cerevisiae foi desenvolvido para a
analise molecular do processo de envelhecimento. A manipulacdo da ingestdo nutricional
destas leveduras pode aumentar o periodo de vida, fornecendo um modelo atil para a
analise molecular da restricdo calorica. Segundo Jazwinski a elucidacdo de tais
mecanismos, permitiria desenvolver intervencdes relativamente simples que aliviariam 0s
danos do processo de envelhecimento, melhorando a qualidade de vida das pessoas mais
idosas [50].

Foram realizadas algumas investigacGes dos efeitos da levedura Saccharomyces
cerevisiae presente na dieta de vacas em lactacdo. Verificou-se que a inclusdo desta
levedura na dieta provocava um aumento quer na producdo do leite quer de gordura e
proteina [51].

Todos o0s organismos requerem uma fonte de energia e de carbono. Os
microrganismos podem ser divididos em dois grandes grupos com base nas suas
exigéncias nutritivas, os fototréficos e os quimiotroficos, os primeiros utilizam energia
radiante e os ultimos dependem de compostos quimicos para a obtencdo de energia. Estes
dois grupos sd@o subdivididos de acordo com a sua principal fonte de energia utilizada
para o crescimento. As duas espécies de leveduras estudadas utilizam um composto
organico como fonte de carbono para o seu crescimento e a energia é obtida pela oxidacao

desse composto.
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Contudo, no processo respiratorio, ha diferencas quanto aos compostos que podem
ser assimilados pelas diferentes espécies de leveduras. Algumas podem utilizar pentoses
(D-xilose, D-ribose), polissacarideos (amido), alcodis (matinol, sorbitol, etanol), acidos
organicos (acido lactico, acético, citrico) e outros substratos organicos.

Em seguida descreve-se resumidamente o metabolismo para microrganismos que
utilizam a glucose como fonte de carbono e obtém a energia necessaria para 0 Seu
crescimento a partir da oxidacdo deste composto organico.

O processo metabdlico das leveduras varia para diferentes espécies podendo
ocorrer por via aerObia (respiracdo) ou anaerobia (fermentacdo). O processo mais
caracteristico é a fermentacdo alcodlica que conduz a formagéo de etanol e presente nas
bebidas alcodlicas utilizadas ha milhdes de anos e o didxido de carbono responsavel pelo

aumento de volume da massa do péo.

CeH120g — 2 CoHsOH + 2 CO, (1.27)

A fermentacdo alcodlica é um processo puramente quimico que pode ocorrer fora
das células vivas e que envolve etapas quimicas de degradacdo da glucose comuns a
outros tipos de fermentagdo. Os produtos finais obtidos noutros tipos de fermentagédo sao
0s que as diferenciam da fermentagéo alcoodlica [52].

No metabolismo aerobio, na respiracdo, a oxidacdo completa da glucose, pelo

oxigénio do ar, fornece dioxido de carbono e agua.

CeH1206 + 60, — 6CO, + 6H,0 + energia (128)

Em microrganismos, plantas e animais a via central do catabolismo da glucose é
conhecida como via glicolitica (figura 1.8) em que se forma o piruvato. O metabolismo
difere de um organismo para outro, dependendo da forma como velocidade daquele é
regulada e do destino metabdlico do piruvato formado. Nos organismos aerobios o
piruvato é oxidado, com a perda do seu grupo carboxilo na forma de CO,, formando o
grupo acetilo da acetil coenzima A. Este grupo acetilo €, entdo, oxidado completamente

na mitocondria a CO, e H,0 pelo ciclo do &cido citrico, com a participacdo de oxigénio
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molecular. Em condicdes em que ha falta de oxigénio o piruvato é convertido em lactato
ou etanol, fermentacdo lactica e alcoolica respectivamente. Em termos energéticos, a via
glicolitica fornece duas moléculas de ATP por molécula cada de glucose degradada.

O resultado da oxidacdo completa da glucose ¢é a produgdo de 36 moles de ATP
por cada mole de glucose.

Glicose

1ATP
D Hidrexiguinase
2 ADP a5 ATP

Frutose-1-6-disfosfato ’_\\
,/ Ciclo
4 ADP D Fosfofrutaquinase
)

4 ATP

Piruvato
——{=  acstitcon
Lactato Piruvato
desidrogenase desidrogenase ‘:&

Acidos ‘grazos

Lactato

Figura 1.8 — Representacdo esquematica do catabolismo da glucose

2.1. Fundamentos do crescimento microbiano:
cinética do crescimento em sistema fechado

Nos microrganismos, dadas as suas reduzidas dimensbes, o crescimento €
encarado a nivel de populaces, e ndo de individuos, como se verifica nos seres
pluricelulares [53]. Uma populagdo microbiana a crescer num meio de cultura, ao qual
estd perfeitamente adaptada, encontra-se no designado "estado de crescimento
equilibrado", caracterizado pelo aumento ordenado de todos 0s seus componentes
quimicos. Assim, a duplicacdo da biomassa esté associada a duplicacdo de todas as outras
propriedades mensuraveis da populacdo como, por exemplo, das proteinas, dos acidos
nucleicos, etc. Portanto, em condicBes de "crescimento equilibrado™ o aumento da
populacdo (dX) num intervalo de tempo infinitamente pequeno (dt) é proporcional a

biomassa presente nesse intervalo de tempo, ou seja:

26 Desenvolvimento de um Método Electroquimico para a Avaliagéo do Crescimento Microbiano



Introducéo Capitulo |

— =k X (1.29)

onde X representa a densidade populacional, dX/dt a taxa de crescimento da populagdo em

cada instante e k¢ a taxa especifica do crescimento, expressa em unidades do inverso do

tempo (t-1).

Integrando a equacdo 1.29, obtém-se:

X, = X ekt (1.30)

onde X, e X, séo as densidades populacionais, respectivamente, nos tempos t e zero.

Logaritmizando a equagdo anterior obtém-se a expressao linear:

InX, —InX, =kt (1.31)

Se se representar graficamente, em papel semilogaritmico, os valores da densidade
populacional em funcdo do tempo obtém-se uma relacdo linear cujo declive permite
estimar a taxa especifica do crescimento.

A velocidade do crescimento de leveduras depende de factores quimicos e fisico-
quimicos, tais como a concentracdo de nutrientes, a temperatura, o pH, etc. As leveduras
crescem numa ampla gama de variacdo térmica, de 0 a 47° C, algumas ndo se
desenvolvem acima de 15° C, enquanto que outras ndo se desenvolvem abaixo desta
temperatura. A temperatura Optima para a maioria das leveduras é de 20 a 30° C.

Relativamente aos valores de pH, em geral, as leveduras crescem melhor em
meios &cidos, entre 3,5 e 3,8, inibindo o desenvolvimento da maior parte das bactérias.
No entanto, os limites de tolerancia variam num intervalo de 2,2 a 8,0 de acordo com 0s
varios tipos de espécies de leveduras [54].

Quando uma populagdo de células microbianas é colocada em sistema fechado
(sistema em que ndo ha livre troca de nutrientes com 0 meio) num meio de cultura

liquido, com composicdo quimica e condigdes fisico-quimicas favoraveis ao seu
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crescimento, nomeadamente, de arejamento, temperatura e pH, o0 crescimento da
populacédo pode ser traduzido graficamente pela designada "curva de crescimento” (figura
1.9) que a seguir se descrever mais pormenorizadamente. Apds um periodo de laténcia, de
duracdo varidvel, em que as células se estdo a adaptar a0 meio, segue-se o inicio da

multiplicacdo celular. A populacéo entra na chamada fase de aceleragéo, onde k¢ aumenta
de zero até ao seu valor maximo (kcméax), atingindo-se a fase exponencial do
crescimento. A duracgéo desta fase depende fundamentalmente da concentracao inicial dos
nutrientes limitantes para o crescimento. Quando um ou mais nutrientes se tornam
limitantes e/ou ocorre a acumulagdo no meio de metabolitos inibidores do crescimento,
segue-se a fase de desaceleracdo em que k¢ diminui do seu valor maximo até zero.
Atinge-se entdo a fase estacionaria em que k¢=0, correspondente ao esgotamento de um

ou mais nutrientes essenciais e, finalmente, a fase de declinio, devido a ocorréncia de

autolise celular.

Ln (populacao viavel)

Tempo

Figura 1.9 — Curva de crescimento microbiano em sistema fechado. 1) fase de laténcia; 2) fase de
aceleracdo; 3) fase exponencial; 4) fase de desaceleracdo; 5) fase estacionéria; 6) fase de
declineo.

Por vezes é util exprimir o crescimento exponencial pelo pardmetro "tempo de
duplicacéo” (t,). Este exprime, tal como o nome indica, o tempo necessario para que a

populagdo em crescimento duplique e € facilmente deduzido a partir da equacdo 1.31.

Assim, se t, € o tempo necessario para que a densidade populacional, X, seja igual a 2Xo

tem-se:
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In2X, =InX, +k_t, (1.32)

t, =—— (1.33)

O parametro t, tem as dimensdes de um tempo.

O "tempo de duplicacdo", tal como a taxa especifica de crescimento, constituem

parametros bioldgicos, cujos valores dependem da estirpe microbiana e sédo fortemente

influenciados pelas condicdes fisicas (pH, actividade da &gua, tensdo de oxigénio,

presenca de inibidores), quimicas (particularmente a natureza e concentracdo da fonte de

carbono e energia) do meio e ainda pela temperatura.

2.2. Técnicas para a avaliacao do

crescimento microbiano

As diferentes metodologias descritas na literatura para a avaliacdo do crescimento

microbiano [55] sdo facilmente aplicaveis a microrganismos unicelulares, que sdo capazes

de formar suspensdes homogéneas, como as leveduras. Alguns desses métodos sao

brevemente descritos em seguida:

a)

b)

Turbidimetria — permite medir o aumento da biomassa em funcdo da luz dispersa por
uma suspenséo de células. O aumento de turvagdo verificado ao longo do crescimento
pode ser determinado a partir de medicbes de densidades Opticas num
espectrofotdbmetro de ultra — violeta /visivel a um comprimento de onda que

corresponde a absor¢do méxima.

Contagem de coldnias em placa — permite determinar o nimero de células viaveis

apos espalhamento de uma suspensdo em meio de cultura sélido em placa de Petri.

Contagem através do microscopio optico do numero de células totais — este método
permite contar a0 microscopio numa camara de contagem (camara de Neubauer) o
namero de células contidas num volume conhecido de suspensdo de cultura, quando

se coloca esta numa lamina de vidro com um volume conhecido.
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d) Determinagdo de peso seco — é o Unico método que permite medir directamente a
biomassa (massa celular) de uma cultura em suspensdo. Para tal coloca-se um
determinado volume de uma suspensdo de células num filtro de papel previamente
pesado e apOs a sua secagem procede-se novamente a pesagem. A diferenca de

massas obtida corresponde ao aumento da biomassa.

e) Doseamento de um componente — este metodo permite avaliar o crescimento
determinando a quantidade de um substrato consumido (glucose, proteinas) ou
produto formado (DNA, ATP, etc.) ao longo do crescimento de uma cultura de

células.

De todos os métodos atras referidos, o turbidimétrico € o referido na literatura [54,
55] como o mais expedito para medir a massa celular dos microrganismos unicelulares.
No entanto, a técnica turbidimétrica ndo é viavel para avaliar o crescimento de espécies
de microrganismos que formam agregados celulares ou filamentos como por exemplo, 0s
fungos filamentosos. Como nas técnicas electroquimicas ndo € estritamente necessario
que as solucdes em andlise sejam homogeéneas, estas técnicas poderdo ser implementadas
para a avaliacdo do crescimento de microrganismos em meios liquidos independente do
grau de homogeneidade das culturas. Neste trabalho iniciou-se por implementar e
desenvolver o método electroquimico para a avaliacdo do crescimento de leveduras
(Candida utilis, Saccharomyces cerevisiae). A turbidimetria foi o método utilizado como
de referéncia e comparativo. As suspensdes de células recolhidas ao longo do tempo

foram sujeitas a analise voltamétricas e turbidimetricas.
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1. Instrumentacao

Capitulo 11

Nesta seccdo do capitulo 11 sdo descritos 0s equipamentos utilizados no decorrer

deste trabalho experimental. Na tabela 2.1 apresenta-se de uma forma breve a

instrumentacdo e o modelo de cada equipamento, assim como a precisdo associada as

leituras, no caso dos instrumentos de medida.

Tabela 2.1 — Descricdo dos equipamentos, modelos e incerteza associada a cada medicéo.

Descricgéo Instrumentacéo Marca, Modelo Incerteza
Voltametria Potenciostato/Galvanostato Autolab, PGSTAT 30 + 0,001 V; £ 0,001 nA
Computador Tsunami, Celeron — 333 MHz
Impressora Hewlet Packard, Deskjet — 695
Potenciometria  Medidor de pH Hanna Instruments, 8417 +0,01
Pesagem Balanca analitica Precisa 40Sm-200A + 0,00001 g
Autoclavagem Autoclave Uniclave, 88
Polimento Polideira Buehler, Ecomet 3
Limpeza Banho de ultra-sons Struers, Metason 60
Tratamento de
Purificador Barnstead, E-Pure
agua
Turbidimetria Espectofotometro Bausch e Lomb Spectronic 21 T (£0,5%)
Incubagéo Incubadora Gallenkamp, orbital incubater
Centrifugacéo Centrifuga Sigma 2K15
Cromatografia ~ Cromatografo Gilson, mod. 712
Bomba Gilson, mod. 307

Detector de indice de
refraccéo
Coluna 300 x 78 mm

Gilson, mod. 132
HyperezH*Carbohydrate.
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2. Estudos electroguimicos

Neste sub-capitulo sdo apresentados em primeiro lugar os materiais e 0s
procedimentos experimentais relativos aos ensaios electroanaliticos. Posteriormente na
parte 3 e 4 deste capitulo descrevem-se 0s procedimentos experimentais seguidos nos

estudos microbioldgicos e determinacdes cromatogréaficas, respectivamente.

2.1. Material de vidro: descricao e limpeza

2.1.1. Células

As células usadas apresentam uma forma de péra e de parede simples, como se
pode ver na figura 2.1. Esta célula apresenta trés entradas: onde pode ser introduzida um
fluxo de géas inerte (argon) para o desarejamento das solucfes e as duas restantes para a

introducdo dos eléctrodos de trabalho e de referéncia/auxiliar.

Figura 2.1 — Representagdo esquematica da célula de parede simples com trés entradas para utilizacdo com
dois eléctrodos.
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2.1.2. Limpeza do material de vidro

A limpeza do material de vidro foi efectuada antes de cada experiéncia, por
imersdo numa solucdo aquosa de detergente em banho de ultra-sons, durante
aproximadamente cinco minutos. Seguidamente, o material foi enxaguado com agua de
abastecimento, enxaguado e imerso em agua desionizada, sendo submetido novamente a
um banho de ultra-sons. Finalmente, quando se retirou do ultra-sons enxaguou-se

novamente com agua desionizada e levou-se a estufa a 60° C.

2.2. Eléctrodos

Os eléctrodos utilizados nas técnicas voltamétricas foram eléctrodos de referéncia
e microeléctrodos como eléctrodos de trabalho como se refere nos pontos 2.2.1 e 2.2.2.

Nas medicdes de pH foi utilizado um eléctrodo de vidro combinado Hanna HI 1131.

2.2.1. Eléctrodos de referéncia

Tal como o proprio nome indica estes eléctrodos tém um valor de potencial bem
estabelecido, sendo os valores de potencial de outros eléctrodos registados como uma
diferenca relativamente a esse valor de referéncia. Para que estes eléctrodos
desempenhem a sua fungéo ao longo do tempo num processo de analise o seu potencial
deve-se manter constante ainda que seja sujeito a pequenas varia¢fes de temperatura ou
devido a passagem de pequenas intensidades de corrente [56].

No decorrer do trabalho experimental foram utilizados dois tipos diferentes de
eléctrodos de referéncia, o eléctrodo de calomelanos e o de prata/cloreto de prata. O
primeiro foi utilizado em quase todo o procedimento experimental, tendo o ultimo sido

utilizado em apenas alguns ensaios.
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a) Eléctrodo de calomelanos saturado

O eléctrodo de calomelanos pode ser representado da seguinte forma:
Hgl HgxCl, (s), KCI(xM)I|, em que x representa a concentracdo de KCI na solucéo. Estes
eléctrodos encontram-se geralmente disponiveis comercialmente com concentragdes de
KCI de 0,1 M, 1 M e saturado (aproximadamente igual a 4,6 M). O eléctrodo mais
utilizado é o saturado devido a facilidade de preparacdo e manutencdo. O potencial do
eléctrodo calomelanos saturado € de 0,248 V a 20° C. A reaccdo do eléctrodo calomelanos

é traduzida pela seguinte equacdo quimica:

Hg.Cly(s) + 26 == 2Hg(l) + 2 CI (aq) (2.1)

O eléctrodo de calomelanos saturado, apresentado na figura 2.2, é constituido por
um tubo de vidro com comprimento entre 5 a 15 cm e o diametro pode variar entre 0,5 a
1,0 cm. No seu interior encontra-se um tubo mais fino que contém uma pasta de
mercurio/cloreto de mercurio em cloreto de potassio saturado que estd em contacto com a
solucdo de cloreto de potéssio do tubo externo através de uma pequena abertura. O
contacto com a solucéo a analisar faz-se através de um disco poroso selado ao extremo
que preenche o tubo externo. A principal desvantagem deste eléctrodo é a sua
dependéncia com a temperatura devido a variacdo da solubilidade do KCI. Existem
também problemas de toxicidade devido & utilizagdo do mercdrio. Relativamente a
primeira desvantagem apresentada, esta é problematica quando durante numa analise
existem grandes variagfes da temperatura. Um dos cuidados que se deve ter com este
eléctrodo é verificar se este estd saturado com cloreto de potassio antes e durante a
realizacdo da experiéncia e durante toda a anélise, para além de se verificar se a solucéo

onde fica imerso, quando armazenado, esta também saturada.
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Figura 2.2 — Diagrama de um eléctrodo de calomelanos saturado, comercial.

b) Eléctrodo de prata-cloreto de prata

Contrariamente ao eléctrodo de calomelanos, o eléctrodo de prata-cloreto de prata
apresenta uma grande estabilidade relativamente a temperatura que permite a sua
utilizacdo até 275 °C, representando-se esquematicamente por Agl AgCl (s), KCI (xM)| | .

O potencial deste eléctrodo é 0,208 V a 20 °C e a reaccdo de reducdo é:

AgCl (s) +e = Ag(s) + Cl(aq) (2.2)

A preparacdo deste eléctrodo faz-se a partir da deposicdo de uma camada de
cloreto de prata num fio ou folha de prata e mergulhando numa solucdo saturada de

cloreto de potassio e cloreto de prata.
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2.2.2. Microeléctrodos

No decorrer deste trabalho foram utilizados microeléctrodos de disco de platina

construidos no laboratério.

a) Construcao

Os microeléctrodos utilizados foram preparados a partir da sec¢do transversal de
fios de platina com diametros apropriados. Inicialmente cortou-se um segmento de fio de
platina de aproximadamente 3 cm. A microfibra foi colada a um fio condutor de niquel-
cromio de maior expessura. A cola utilizada foi uma cola condutora de prata (élécolit
340) resistente a elevadas temperaturas. Em seguida, os fios colados foram colocados
numa estufa a 60° C para efectuar a secagem da cola durante aproximadamente 12 horas.

Os fios, apos prévio arrefecimento ao ar, foram introduzidos num suporte de vidro,
semelhante a uma pipeta de Pasteur. Este tubo foi previamente submetido a uma limpeza
e secagem recorrendo-se ao procedimento descrito em 2.1.2. A introducédo fez-se através
da abertura mais apertada do tubo de vidro para que a microfibra ficasse nesta
extremidade e o ponto de colagem ficasse na parte em que o tubo comeca a alargar (figura
2.3).

Figura 2.3 — Representacdo esquematica do conjunto a) de um microfio de platina, b) do fio condutor de
niquel — crémio, c) inserido no tubo de vidro.
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A selagem do microeléctrodo foi efectuada num forno constituido por um fio
condutor em niquel — cromio em forma de hélice, ligado a um gerador de corrente. A
extremidade do tubo em vidro que se pretende selar foi inserida cuidadosamente no
interior da hélice. A temperatura do forno é controlada pela diferenca de potencial
aplicada entre as duas extremidades. Por efeito de Joule, a selagem da fibra na
extremidade do tubo ocorre como consequéncia da dilatacdo do vidro. A posi¢édo do tubo
foi ajustada continuamente de modo a selar este a microfibra num comprimento mais ou
menos 1 mm. A intensidade de corrente foi diminuida lentamente até se desligar o
gerador. Apos arrefecimento do tubo de vidro, este foi retirado cuidadosamente da hélice.
A extremidade superior do fio condutor de niquel — crémio foi fixada na abertura superior
do tubo de vidro com silicone. Seguidamente, a extremidade selada do tubo é lixada numa
lixa de agua de modo a expor a extremidade da microfibra e se obter uma superficie plana
transversal a esta. Por ultimo efectuam-se sucessivos polimentos em camurcas
(Microcloth) e com alumina de polimento (Micropolish), com granulometria decrescente:
3,0,0,3e 0,05 pum.

Depois de polir devidamente o microeléctrodo, este foi submetido a uma analise
cuidadosa utilizando-se uma lupa estereoscopica (Olimpus, VMZ 1x - 4x), tendo em
atencdo o0s seguintes parametros:

- ligacéo entre a microfibra e o fio de ligacéo; este contacto pode-se descolar quando se
introduz o conjunto no suporte de vidro ou por acc¢do do calor a que fica submetido na
fase de selagem.

- bolhas de ar ao longo da microfibra; a existéncia de bolhas de ar na zona de selagem
entre a microfibra e o vidro deve ser verificada ja que a sua presenca faz com que a area
do microeléctrodo seja diferente da sec¢do recta da microfibra e a superficie exposta ndo
seja um disco, ndo sendo possivel determinar este diametro.

- superficie do microeléctrodo; esta deve ser observada de modo a verificar a
existéncia de bolhas de ar. Ainda que estas existam, pode-se recuperar 0 microeléctrodo,
lixando a parte onde estas estdo presentes.
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b) Calibracéao

Durante o trabalho experimental foram utilizados dois microeléctrodos de platina,
de didmetros diferentes. O didmetro dos microeléctrodos foi determinado a partir da
intensidade de corrente de difusdo dos voltamogramas de estado estacionario obtidos com
uma solugdo padrdo de hexacianoferrato de potassio (4,02 x 107 M) utilizando-se o
cloreto de potéassio como electrélito suporte (KCI, Merck, p.a., MM = 74,56 g/mol) de
concentracdo 0,10 M. Os ensaios foram realizados a temperatura ambiente.

A equacdo quimica que traduz a reac¢ao electroquimica é a seguinte:

Fe(CN)s" ==Fe(CN)s> + ¢ (2.3)

Considerando o coeficiente de difusdo do hexacianoferrato de potassio (D = 7,6 x
10 ecm?s™ [57]), determinou-se o valor do raio dos eléctrodos, pela expressdo 1.14 da

Introducéo Tedrica.

Tabela 2.2 — Valores dos raios e diametros dos microeléctrodos e desvios associados.

Microeléctrodo Raio
(pm) (um)
1 12,2 +£0,7 24+1
2 24,91 +£0,02 49,82 + 0,04

c) Limpeza

Os microeléctrodos foram polidos, antes de se efectuar cada um dos ensaios, numa
polideira Buehler, utilizando uma camurca para polimento, Microcloth, e alumina (6xido
de aluminio) para polimento, Micropolish, de 0,05 um. Seguidamente foram lavados com
agua desionizada e secos com papel absorvente. Numa primeira etapa deste trabalho
foram feitos alguns ensaios para se verificar a necessidade de efectuar este polimento
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antes de se iniciar cada um dos ensaios. Como se verificou que a reprodutibilidade
melhorava com este tratamento, este foi sempre efectuado.

2.3. Procedimento experimental

A celula electroquimica foi colocada numa caixa de Faraday. O eléctrodo de
referéncia e o microeléctrodo previamente limpos (2.2.1 e 2.2.2) foram colocados na
célula e ligados ao Potenciostato/Galvanostato, Autolab, e a terra. Os sinais
electroquimicos foram adquiridos no computador através de software adequado (GPES
4.6), figura 2.4.

Figura 2.4 — Potenciostato/Galvanostato Autolab acoplado a um computador similar ao utilizado no
decorrer do trabalho.

A voltametria de varrimento linear (LSV) e a voltametria de onda quadrada
(SWV) foram as técnicas utilizadas na analise de culturas e suspens@es de células das
duas espécies de leveduras estudadas. A primeira técnica foi também utilizada na

calibragcdo dos microeléctrodos (2.2.2 b)).

2.3.1. VVoltametria de varrimento linear em estado estacionario

O valor da velocidade de varrimento foi determinado através da realizacdo de
ensaios prévios nos quais se verificaram que o valor mais adequado para este parametro é

de 50 mV/s para os microeléctrodos utilizados. Para velocidades de varrimento proximas
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e inferiores a esta, a resposta voltamétrica parece ser independente da base de tempo da

experiéncia, isto é, da velocidade de varrimento.

2.3.2. VVoltametria de onda quadrada

A determinacdo dos pardmetros experimentais caracteristicos desta técnica foi
efectuada a partir de alguns ensaios preliminares nos quais se variou a frequéncia, o
potencial de patamar a patamar e a amplitude, avaliando a reprodutibilidade e a forma das
respostas obtidas. Os pardmetros escolhidos foram, para a frequéncia 8 Hz, um

incremento de potencial 5 mV e amplitude de patamar a patamar de 25 mV.

2.4. Estimativa das incertezas experimentais

Na analise voltamétrica de suspensdes de células e de culturas ao longo do tempo
foram registados pelo menos 5 determinacdes em cada experiéncia. NOs ensaios
cromatograficos apenas se realizaram duas réplicas.

Os resultados das determinagcfes experimentais sdo apresentados com 0 erro

associado, expresso em termos de desvio padrao.

A média aritmética, x, é calculada pela seguinte forma:
X=X (2.4)
onde x; é o valor da réplica i e n € o numero de réplicas.

A disperséo dos resultados ¢ avaliada atraves do desvio padrdo (s):

(2.5)

Embora as técnicas utilizadas conduzissem a valores reprodutiveis, em alguns
casos foi necessario desprezar algum resultado que ndo se apresentava concordancia com
0s restantes.

A rejeicdo de valores foi baseada no teste Q, de acordo com a seguinte express&o:
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valor suspeito — valor maisproximo do suspeit0| (2.6)
valor maior —valor menor |

O valor suspeito era rejeitado nos casos em que o Q calculado pela expressao 2.6
era superior ao valor Q tabelado, para uma probabilidade de 90 %.

As incertezas associadas as concentragcbes e factores de diluigdo foram
determinadas considerando a propagacéo das incertezas aleatdrias:

S ey )

onde C ¢ a concentracdo analitica ou outra variavel que se relaciona com esta (tal como o

factor de diluicdo) e X3, X2 e X, S&0 variaveis experimentais utilizadas no calculo de C que
estdo afectadas de incertezas aleatdrias 0xi, 0X, € OXn,

As equacOes das rectas apresentadas foram obtidas pelo método dos minimos
quadrados. Os desvios padrdo da ordenada na origem e do declive foram determinados de

modo a obter-se os intervalos de confianca destes parametros.

Os parametros de cada uma das rectas foram calculados pelas seguintes

expressoes:

s[xi =i - )] (2.8)
b |

> (x; —x)?
a=y-bx (2.9)

onde b é o declive da recta e a a ordenada na origem, x e y sdo os valores médios de x e

y, isto €, das grandezas representadas nas ordenadas e nas abcissas.
A qualidade do ajuste obtido é quantificada atraves do valor do coeficiente de

correlagéo, r.
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§[(xi ~xyi-v) (2.10)
\/h(xi —i)z}[%()h —9)2}

O desvio padrdo da ordenada na origem, s, pode ser calculado pela seguinte

r=

expressao:

Sy = (2.11)

onde sy« € a estimativa do desvio padrédo dos pontos experimentais y a recta de regresséo,

dado por:

(2.12)
onde ; ¢ a estimativa de y, dada pela recta de regressao.
O desvio padréo do declive da recta, s, é dado por:
S = Sy/x
b= (2.13)
x4 - )

Os valores de s, e de s, podem ser utilizados para estimar os intervalos de

confianca para o declive e a ordenada na origem:

btts, e azfts; (2.14)
onde o valor de t € o correspondente ao nivel de confianca desejado para n-2 graus de
liberdade.
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e Limites de deteccao e quantificacao

O limite de detecgdo, corresponde a quantidade minima que é possivel detectar
pelo método, ou seja, a concentracdo para a qual o sinal obtido é significativamente
diferente do branco, pode ser calculado para o método da curva de calibragdo pela
seguinte expressao:

3s,—a
b

ldd=

(2.15)

O limite de quantificacdo corresponde a concentracdo minima para a qual a
medida tem significado quantitativo, e para 0o método da curva de calibracdo, é

normalmente calculado pela seguinte expresséo:

_10s,—-a

ld.
a b

(2.16)

Para determinacdo das concentracOes das espécies detectadas nas amostras de
sobrenadantes, por interpolacdo em rectas de calibracdo, a incerteza associada foi

determinada através da seguinte expressao:

S YA
_Sy/x i_i_i_’_ (Yo—V) (2.17)

S =
b oymon b2y (x-x)?
|

onde n 0 nimero de pontos experimentais utilizados na definicdo da recta de calibracdo e

m € o numero de réplicas do sinal medido, yo, na solucdo a analisar.
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3. Estudos microbioldogicos

3. 1.Microrganismos

Nas experiéncias realizadas utilizou-se como material bioldgico as leveduras
Saccharomyces cerevisiae e Pichia jadinii sendo esta ultima mais conhecida por Candida

utilis, no seu estado anamorfico.

3.2. Meios de cultura

3.2.1. Meio de manutencao

As leveduras foram mantidas a 25° C em meio de cultura, cuja composicdo foi a
seguinte: glucose 2% (p/v), peptona 1% (p/v), extracto de levedura 0,5% (p/v), agar 2%
(p/v) e 4gua desionizada g.b.. O meio foi liquefeito no microndas durante 5 minutos e
depois distribuido em tubos de ensaio (~ 5 mL/tubo). Seguidamente, procedeu-se a
esterilizacdo do meio em autoclave durante 20 minutos a 1 atm e foi deixado a solidificar,
inclinando os tubos de ensaio cerca de 10°. A repicagem das leveduras foi feita com uma

periodicidade de 48 horas com uma ansa esterilizada.

3.2.2. Meio de crescimento

As células de cada uma das leveduras, com um crescimento de 48 horas em meio
de manutencéo, foram inoculadas nos meios liquidos utilizados, meio K, meio contendo
acido lactico 0,5 % e meio contendo etanol 0,5%. Os trés meios eram constituidos por um

meio mineral, uma fonte de carbono e energia e suplementados com vitaminas e
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oligoelementos. A constituicdo do meio mineral esta indicada na tabela 2.3 e foi a mesma

nos trés meios variando apenas a fonte de energia e carbono.

Tabela 2.3 — Concentracdes dos componentes do meio base e erros associados (C + 0 (% p/v)).

Componentes C %0 (% plv) MM Marca
g/mol

Sulfato de aménio (NH4),SO4 0,5000 + 0,0002 132,06

Dihidrogenofosfato de potassio KHoPO4  0,5000 + 0,0002 136,06 Merck

Sulfato de magnésio MgSQO4.7H20 0,05000 + 0,00002 246,48

Cloreto de calcio CaClp.2H20 0,013240 +0,000005 147,02

A glucose, o acido lactico e o etanol foram as fontes de carbono e energia
constituintes respectivamente do meio K, meio com acido lactico e meio com etanol.

Para a preparacdo de um litro de meio K foram dissolvidos, em 700 mL de agua
desionizada, os reagentes correspondentes a preparacdo de um litro de meio mineral e nos
restantes 300 mL de agua dissolveu-se a quantidade de glucose necessaria para obter a
concentracdo final de 2,000 + 0,0008 % (p/v). As solucdes foram esterilizadas por calor
hdmido num autoclave durante 20 minutos a 1 atm e antes de serem utilizadas, foram
misturadas, assepticamente.

Na preparacdo dos outros dois meios dissolveu-se com 0s reagentes constituintes
do meio mineral a quantidade necessaria de acido lactico ou de etanol para se obter uma
concentracdo final de 0,500 + 0,002 % (v/v) em 1 L de solucdo. O meio contendo acido
lactico foi esterilizado apds a adicdo do &cido lactico enquanto que no meio contendo
etanol, este so foi adicionado assepticamente depois da esterilizacdo do meio mineral.

Quando foi necessario acertar o pH do meio de cultura, procedeu-se ao ajuste do
pH do meio mineral, com NaOH 10 M ou HCI 1 M. No caso do meio contendo acido
lactico, o pH da solucdo do mesmo era ajustado ao valor do pH de crescimento antes de
proceder a esterilizacdo do mesmo.

Nos trés meios de cultura, por cada litro adicionou-se, também assepticamente, 0,5
mL das solucdes de vitaminas e de oligoelementos A e B, previamente esterilizadas por

filtracdo. A composicdo destas solucdes esta descrita na tabela 2.4.
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Tabela 2.4 — Concentragdo dos constituintes das solugdes de vitaminas e oligoelementos utilizadas para
suplementar os meios de cultura.

SolucBes

Vitaminas

Oligoelementos A

Oligoelementos B

3.3. Condi¢cdes de crescimento

Componentes

Biotina

Pantotenato de célcio
mio-inositol

Niacina

Hidrocloreto de piridoxina
Hidrocloreto de tiamina
H3BO3

Kl

NaMoOg4.2H20

CuS04.5H20
FeCl3.6H20
MnSO4.4H20
ZnS04.7H20
Solugéo de HCI 10

Concentracao
(% phv)
0,001
0,08

4

0,16
0,16
0,16

1

0,2

0,4
0,08

0,4

0,4

0,8

0,8

Células jovens das leveduras Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae, com um

crescimento de cerca de 48 h em meio de manutencgéo, a 25° C, foram inoculadas no meio

de crescimento liquido cuja composicdo se apresenta em 3.2.2 deste capitulo. O

crescimento da levedura foi efectuado em bal6es "erlenmeyer”, num volume Gtil de cerca

de metade do volume do mesmo. As culturas foram colocadas numa incubadora orbital

Gallenkamp a 125 rotac¢Ges por minuto e a temperatura de 26° C.
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3.4. Avaliacdo do crescimento por turbidimetria

A avaliacdo do crescimento de culturas de células que formam suspensdes
homogéneas é normalmente efectuada pelo método turbidimétrico. A turbidimetria
baseia-se na medida da quantidade de radiacdo dispersa por interac¢do com matéria
suspensa em solucdo. A turbidancia (S) varia directamente com a concentracao de matéria
suspensa, sendo a constante de proporcionalidade dada pelo produto do percurso dptico
() e de uma constante k, conhecida como coeficiente turbidimeétrico (S = klc). As
determinacfes sdo efectuadas relativamente a um branco e utilizando com método
quantitativo a curva de calibragdo. As leituras efectuadas foram de transmitancia, a um
comprimento de onda de 640 nm, num espectrofotometro Spectronic 21 Bausch e Lomb
(T £0,5%).

Para quantificar a biomassa (X) formada ao longo do tempo (t) por turbidimetria
foram retiradas amostras das culturas, assepticamente, em intervalos de tempo

apropriados. A taxa especifica de crescimento (k¢) foi calculada a partir do declive da

relacdo linear entre o logaritmo natural dos valores experimentais de absorvancia obtidos

e 0 tempo de cultura de acordo com a equacao 1.31.

3.5. Analise electroquimica de culturas de células

A inoculacéo das células das leveduras foi efectuada de véspera, de acordo com o
procedimento descrito anteriormente na seccdo 3.3. No dia seguinte eram retiradas
amostras ao longo do tempo nas diferentes fases do crescimento para a andlise

electroquimica de acordo com o procedimento descrito em 2.5 deste capitulo.

3.6. Estudo de suspensodes de células

Numa primeira fase deste trabalho foram analisadas por voltametria suspensdes de
células da levedura Candida utilis com diferente biomassa, estas foram preparadas a partir
de culturas bastante crescidas (1,20 < A < 4,20) por sucessivas diluicdes com 0 meio de
cultura. Este procedimento foi utilizado para o estudo voltamétrico de suspensfes de

células da levedura Candida utilis em meio K e meio base com 0,5 % de etanol, cujos
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resultados estdo apresentados na seccdo 1.2.1 e 1.2.2 do capitulo 111. O factor de diluicdo
é a razdo entre o volume de cultura de células e o volume total de solucao.

As determinacdes efectuadas nestas suspensdes serviram para comparar 0S
métodos electroquimicos e turbidimétrico assim como verificar a linearidade e limites de

deteccdo e quantificacdo dos referidos métodos.
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4. Estudos cromatograficos

Esta técnica permite efectuar separacdes, identificacdo e determinacdo de
compostos quimicos em misturas complexas. Entre outras, a necessidade de um pequeno
volume de amostra, a grande sensibilidade na analise quantitativa de amostras de
concentragfes muito baixas, na ordem dos ppm, sdo vantagens que tornam esta técnica
uma importante ferramenta no dominio da quimica analitica.

Neste trabalho foi necessario recorrer a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) para a identificacdo dos componentes, presentes nas culturas de células,

responsaveis pelo sinal electroquimico.

4.1. Instrumentacao

As analises por HPLC foram realizadas utilizando um sistema Gilson constituido
por uma bomba mod. 307, um detector de indice de refraccdo (Refractive Index Detector
Gilson mod. 132) e uma coluna HyperezH*Carbohydrate. Este cromatdgrafo inclui um
valvula de amostragem para garantir a reprodutibilidade dos volumes injectados.

4.2. Preparacao da fase movel

A fase movel utilizada foi uma solucéo 0,0025 M de acido sulfurico preparada por
diluicdo da solucdo de &cido sulfurico concentrada (97%; d = 1,84) com agua ultra — pura.
Desgasificou-se esta solugdo num banho de ultra-sons durante uma hora seguida por

filtracdo em vacuo.
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4.3. Preparacao das amostras

Antes de se proceder a injeccdo das amostras estas foram desproteinizadas. Para
tal, as amostras foram incubadas durante 30 minutos em &cido perclorico de concentracéo
final 2,00 % e centrifugadas durante 10 minutos a 12000 g. Em seguida as amostras foram

diluidas para metade com uma solucdo padréo 1,00% de arabinose.

4.4. CondicOes experimentais

A coluna foi previamente equilibrada durante 30 minutos com a fase mével ao
caudal de 0,5 mL/min e a temperatura de 30° C. O volume de amostra injectado foi de
25,0 uL utilizando-se uma microseringa de 25,0 + 0,5 uL. A presséo utilizada durante os
ensaios foi entre 40 e 52 bar e a temperatura da coluna de 30° C. O caudal de trabalho da
fase movel foi de 0,5 mL/min. A microseringa foi lavada varias vezes com a amostra a

analisar antes da injecgdo da amostra no cromatografo.

4.5 Método analitico

A partir dos cromatogramas, é possivel obter o tempo de retencdo (t; (min)) e a
area do pico relativo a cada componente (A). A analise qualitativa é feita com base nos
tempos de retencdo dos diferentes componentes da amostra, por compara¢do com 0S
cromatogramas das solugdes padrdo, nas mesmas condi¢des experimentais.

Em todas as analises foi utilizado como padréo interno a arabinose. A arabinose
possui as caracteristicas adequadas a um padréo interno, nomeadamente tem um tempo de
retencdo diferente de cada um dos componentes existentes na amostra, possui um elevado
grau de pureza e é quimicamente inerte. A andlise foi efectuada a partir da curva de
calibracdo representando a razdo entre a area do pico da espécie analisada nas solucdes
padrdo e a area do pico do padrdo interno, em funcdo da concentracdo das solucdes
padréo.

A érea relativa aos picos obtidos para as solu¢bes padrdo e a solucdo de padrdo

interno podem ser expressas da seguinte forma:
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Ap= prCpXVinj (218)
Api= TpixCpixVinj (2.19)

onde Ap — area do pico da solucdo padréo (glucose, &cido lactico, etanol, &cido acético e
acido malico); Api — area do pico da solucdo padrdo interno (arabinose); fp — factor de
resposta da solugéo padréo; Vi, — Volume de solugdo injectado; Cp — concentragdo da
solucdo padrdo; Cpj — concentracdo da solugdo de padréo interno.

Deste modo, quando se aplica a razdo entre as duas areas verifica-se:

Ap _ fp XCP XVinj _ fp XCP (220)
Apj  fpi xCpjxVinj  fpj xCp;

_To representa o declive da recta da curva de calibragdo. Esta expressao mostra

pi XCpj

onde

que a utilizagdo do padréo interno elimina a variavel volume de injeccéo.
Na tabela 2.5 apresenta-se a gama de concentracdo e especificacdes das espécies

analisadas por HPLC.

Tabela 2.5 — Gama de concentracéo e especificacdes dos componentes das solucbes padrdo para HPLC.

Componente Intervalo de MM Marca Densidade Pureza
concentracéo (%) g/mol g/ mL %
Glucose CgH 1,06 [0,202; 2,016] p/v 181,17 Merck 99
Acido lactico C3HgO3 [0,0250 a 0,500] v/v 90,08 Merck 1,21 90
Acido méalico C4;HgOs [0,0200 20,400 1 p/vn 134,10 Sigma 100
Acido acético C,H,0,  [0,0200 a 0,400 Jv/v 60,05 Merck 1,05 99,8
Etanol C,H;OH [0,0200 a 0,400 1 v/iv 46,07 Merck 0,79 99

A D (-) arabinose (CsH100s, Sigma, MM = 150,1 g/mol, 99%) foi utilizada em
solugdes de concentracdo igual em todas as solugdes padrdo: 0,4999 % (p/v). Na analise
das amostras foi preparada uma solucdo mae de arabinose 1,002 % (p/v) diluida de 1:2

quando adicionada as amostras.
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O meio mineral, constituinte dos trés meios de cultura também foi analisado por

cromatografia de HPLC. Para tal, prepararam-se solu¢bes padrdo dos constituintes do

meio mineral. Na tabela 2.6 apresentam-se as concentra¢fes de cada um dos componentes

nas solucgdes analisadas.

Tabela 2.6 — Concentragdes dos componentes do meio base e erros associados (C £ 0 (% p/v))

Componentes C£0 (% p/v)

Sulfato de amdnio (NH4),SO4 0,2704 + 0,0007
Dihidrogenofosfato de potassio KHoPO4 0,2706 + 0,0007
Sulfato de magnésio MgSQOg4.7H20 0,0271 + 0,0001
Cloreto de calcio CaCl2.2H20 0,0061 + 0,0001

MM
g/mol

132,06
136,06
246,48
147,02

Marca

Merck
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Apresentacao e Discussao dos Resultados Capitulo III

1. Respostas voltameéeétricas
cm diferentes meios de
cultura e em suspcecnsoeces
de células

Neste capitulo sdo apresentados os resultados obtidos através de métodos
electroquimicos nos diferentes meios de cultura e em suspensdes de células da levedura
Candida utilis cultivadas nos meios de cultura estudados. Utilizaram-se duas técnicas
voltamétricas, a voltametria de varrimento linear em estado estaciondrio (LSV) e a
voltametria de onda quadrada (SWV). Como eléctrodos foram utilizados de trabalho

microeléctrodos de platina com didmetros de 25 e 50 um.

1.1. Caracterizacao dos meios de cultura

-80 T T -80 T T
I I
60 |- a) A 60 a) .
I/ nA
b)

40 5 40 -
20F n 201 b)

0 1 | 0 |

-0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8

E (vSsECS)/V E (vSECS)/V

Figura 3.1 — Voltamogramas de SWV obtidos com o microeléctrodo de platina de didmetro de 25 pm: [ — a)
no meio mineral e b) no meio K; II — a) meio mineral e b) no meio com 0,5 % de etanol.
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Na figura 3.1 estdo apresentados voltamogramas obtidos em meio mineral, meio K
e meio com 0,5 % de etanol. O sinal voltamétrico que se observa por volta de -700 mV,
nos dois meios de cultura com as fontes de carbono e energia ¢ também visivel no meio
mineral. O pico observado ¢ devido a reducdo de componentes presentes no meio mineral.
Para determinar a origem deste sinal foram analisadas solu¢des de KH,PO4 as quais se
adicionaram sucessivamente (NH4),SO4, MgS0O4.7H20 e CaCl2.2H20 em quantidades
adequadas para se reproduzir as concentragdes utilizadas no meio mineral. Como se pode
verificar nos voltamogramas apresentados na figura 3.2, um sinal com potencial de pico a
aproximadamente -700 mV aparece na solu¢do contendo apenas KH,PO4. Com a adicdo
de (NH4):SO4 observa-se um aumento da intensidade de pico, mas o sinal ndo se

encontra tdo bem resolvido.

-150

1/ nA
-100

| |
-0,4 -0,6 -0,8

E (vsECS)/V

Figura 3.2 — Voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de platina de 25 um no estudo do meio mineral:
a) KH,PO,4; b) KH,PO, e (NH4),SO04; ¢) KH,PO, e (NH4),SO4 e MgS04.7H20; d) KH,PO,4 e
(NH4),S04 e MgS04.7H20 e CaCly.2H2O0.

A adicdo de MgS0O4.7H20 e CaClp.2H20 ndo provoca qualquer alteracdo do
voltamograma obtido na solu¢do contendo KH,PO4 e (NH4),SO4. Assim, os sinais

voltamétricos que ocorrem nos meios de cultura (meio K e meio com etanol) poderdo
\ ~ 4 . O - + o« .

dever-se a reducgdo electroquimica das espécies: H,POs e NH; . Para potenciais

superiores a -0,55 V ndo se verificam quaisquer outros sinais voltamétricos nas condi¢des

experimentais testadas.
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A analise voltamétrica de suspensdes de células de Candida utilis em ambos os
meios de cultura foi também efectuada por voltametria de varrimento linear em estado
estacionario. Como se pode verificar na figura 3.3 obtém-se respostas bem definida quer

por LSV quer por SWV, em suspensdes de Candida utilis em meio K.

-200 T | -80
| I
-150 ] 60
1/ nA
-100[ - 40F
-50 7] 20
0 | 0 1 1
-0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8
E (vSsECS)/V E (vsECS)/V

Figura 3.3 — Voltamogramas obtidos em suspensdes de células de Candida utilis em meio K (A = 1,338)
com o microeléctrodo de 25 um de diametro por LSV (I) e por SWV (II).

As suspensoes de células da levedura Candida utilis em meio com 0,5% de etanol
foram também analisadas por LSV e SWV e as respostas foram idénticas as obtidas em
meio K (figura 3.3).

Os voltamogramas apresentados na figura 3.4, sdo correspondentes a culturas de
células de Candida utilis em meio K e em meio com etanol a 0,5 %. O sinal voltamétrico
que ocorre a aproximadamente -470 mV aparece associado a presenga das células em
ambos os meios de cultura. Na analise de uma cultura sem células (sobrenadante)
observou-se um pico voltamétrico ao mesmo potencial que aparece nas suspensdes de
células. Deste modo, comprovou-se que o sinal electroquimico corresponde a redugdo de
espécies presentes na solugdo do sobrenadante excretadas pelas células, ndo dependendo

da sua presenca fisica.
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-40 -140 T T
| 1|
2300 -105[~
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Figura 3.4 — Voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de platina de 50 um de diametro: I — a) no meio
K e b) suspenséo de células de Candida utilis em meio K (A = 4,012); II — a) no meio com 0,5
% de etanol e b) suspensio de células de Candida utilis em meio com 0,5 % de etanol (A =
1,308).

A resposta voltamétrica do meio contendo acido lactico apresenta um pico a um
potencial de aproximadamente -500 mV. O processo electroquimico associado ¢ a
reducdo do 4cido lactico [58] sendo que esta resposta ndo se verifica no meio mineral
antes da adicdo do referido acido, conforme se ilustra na figura 3.5. Nesta figura ¢ ainda
apresentada a resposta voltamétrica obtida numa cultura de células em meio com 4cido
lactico, verificando-se que o pico caracteristico do meio ainda se encontra presente mas
com uma intensidade de corrente menor. O crescimento das células neste meio ocorre
com a diminui¢do da intensidade do pico associado ao 4cido lactico. Esta observacao esta
de acordo com o previsto, ja que o acido lactico ¢ a fonte de energia que as células
utilizam nos processos de reprodu¢do e manutengao [59].

Assim, em meio com acido lactico o crescimento das células sera traduzido pela
diminui¢do do sinal voltamétrico associado ao nutriente utilizado pelas células em
oposi¢do ao verificado no meio K e meio com etanol, em que a resposta voltamétrica na
presencga de células apresenta um pico caracteristico, inexistente no meio de cultura, que

se relaciona com espécies excretadas pelas células.
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0,2 0,4 0,6 0,8
E (vs ECS)/V

Figura 3.5 — Voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de platina de 25 um de didmetro: a) meio
mineral, b) meio com 0,5 % de acido lactico pH = 4,13 e c¢) cultura de células da levedura
Candida utilis em meio com acido lactico com A = 0,167.

As suspensdes de células em meio contendo 4cido lactico foram também
analisadas por LSV e SWV obtendo-se os voltamogramas apresentados na figura 3.6.
Contrariamente ao verificado para suspensodes de células em meio K, em meio com acido
lactico as curvas obtidas por LSV nas suspensoes de células ndo sao bem definidas uma
vez que o sinal devido a reducdo deste acido aparece sobreposto ao sinal relativos aos

restantes componentes do meio.

150 | -60 T T T
| 1
-100 -40 -
1/nA
=50 -20 -
O ] | | O | | |
-0,4 -0,6 -0,8 -0,4 -0,6 -0,8
Evs (ECS)/V Evs(ECS)/V

Figura 3.6 — Voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de platina de 25 pm de didmetro numa cultura
de células de Candida utilis em meio contendo acido lactico com A = 0,301 por LSV (I) e por
SWV (II).
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1.2. Linmnearidade e limite de
quantificacao dos mctodos

1.2.1. Meio K

Foi analisada uma cultura de células de Candida utilis com uma absorvancia de
4,012, em meio K. A partir desta prepararam-se suspensdes por diluicdo com meio K.
Estas apresentavam valores de absorvancia compreendidos entre 0,194 ¢ 4,012. As curvas
I-E obtidas por voltametria de varrimento linear ¢ de onda quadrada encontram-se
apresentadas na figura 3.7. Os valores de pH medidos no meio K e na suspensdo de
células mae foram 4,06 e 2,09, respectivamente. Os factores de dilui¢do traduzem as
diluigdes efectuadas a cultura denominada por cultura de células mae.

Os valores dos parametros caracteristicos dos voltamogramas obtidos com os
microeléctrodos de 25 e 50 um, por voltametria de onda quadrada, em suspensdes de
células da levedura Candida utilis em meio K estao apresentados na tabela 3.1.

Verifica-se que a diluicdo da cultura mae leva a uma diminuicdo gradual das
intensidades de corrente, obtidas por SWV, acompanhada por um deslocamento em
potencial para valores mais negativos. O abaixamento na intensidade de corrente ¢
também observado nos voltamogramas obtidos por LSV. Os parametros E;, € |E34-Ey/4
(tabela 3.2) caracteristicos dos voltamogramas de LSV em estado estacionario variam nao
s06 com a concentracdo da espécie electroactiva como também com a dimensdo do
microeléctrodo. Os voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de 50 um apresentam o
mesmo deslocamento em potencial para valores mais negativos, tal como foi verificado
em SWV. No entanto com o microeléctrodo de 25 pum, esta variagdo ndo ¢ monodtona,

demonstrando que o processo de redugdo apresenta um mecanismo complexo.
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Capitulo III

Figura 3.7 — Voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de platina de 25 pm de diametro, em suspensoes
de células de Candida utilis em meio K, com diferentes valores de absorvancia: a) 0,194; b)
0,376; c) 0,660; d) 1,205; e) 1,554; f) 1,863; g) 2,529; h) 2,843; i) 4,012 por LSV (I) e por
SWV (ID).

Tabela 3.1 — Absorvancia (A), factor de dilui¢do (fy), intensidade de corrente de pico (I,) e potencial de pico
(E,), relativos aos voltamogramas obtidos por SWV com microeléctrodos de 25 e 50 um de
diametro, nas diferentes suspensdes de células de Candida utilis, preparadas a partir de uma
cultura mae de células crescidas em meio K, com uma absorvancia 4,012.

A

0,194
0,376
0,660
1,205
1,554
1,863
2,529
2,843
3,468
3,990
4,012

fq

0,0500 £ 0,0004
0,1000 = 0,0007

0,200 £ 0,001
0,300 £ 0,001
0,400 £ 0,002
0,500 £ 0,002
0,600 = 0,002
0,700 £ 0,003
0,800 + 0,003
0,900 £ 0,004
1,000 £ 0,004

n.d — ndo detectado.
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3,1£0,3

14,1+0,4

27,9+0,5
43+1
56+1
74+3
86 +2
101 £ 1
107£5
116 £4
124 +4

4590
454 £ 0
449+ 0
447 +3
443 £2
442 +3
439+ 0
440+ 2
441 £3
442 +3

W W w»n A A A N N W W W

35+1
76,3+0,7
120+3
160 £3
220t 1
25112
297+3
3325
387+3
38719

458 £2
449+ 0
444+ 0
443 £2
439+ 0
437x2
434+ 0
434+ 0
435+3
434+ 0
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Tabela 3.2 — Factor de diluigdo (f;), intensidade de corrente de limite (I.), potencial de meia onda (E;.),
critério de Thomes |E3/4—E1/4 | relativos aos voltamogramas de LSV em estado estacionario,
obtidos com microeléctrodos de 25 um e 50 pum de diametro, nas diferentes suspensdes de
células de Candida utilis, preparadas a partir de uma cultura mée de células crescidas em meio
K, com uma absorvancia de 4,012. Os valores médios referem-se a trés réplicas.

25 pm 50 pm
fa -1 -Eip | Esu-Euul -l Eve | EguEul

(nA) (mV) (mV) (nA) (mV) (mV)

0,0500 £ 0,0004 | 142+0,5 472+4 44 +3 n.d n.d n.d
0,1000 £ 0,0007 || 259+0,5 460+1 42+4 49,6 £0,3 454 +3 38+4
0,200 £ 0,001 46,8 +0,3 449+0 44 +2 98,6 £ 0,9 446 £ 1 42+2
0,300 £ 0,001 66+ 2 449+ 0 45 +2 1411 441 +1 41 £2
0,400 = 0,002 94 + 1 447+ 0 49+ 0 192 +4 43710 40+ 1
0,500 = 0,002 119£3 445 £ 1 532 253 +4 43710 43 +£2
0,600 = 0,002 149+ 1 447+ 4 55+7 314,2+0,2 43710 45+1
0,700 £ 0,003 173 £2 446 £ 4 57+8 361 £3 4350 46+ 2
0,800 £ 0,003 205£3 448 £ 1 64+ 4 430 %5 436+ 1 48 £3
0,900 £ 0,004 237+2 451£3 674 491 £2 4350 47+ 1
1,000 £ 0,004 242 +1 45512 74 +£3 511+6 434 +2 42 £2

n.d — ndo detectado

A representacao dos sinais Opticos e electroquimicos medidos em fungdo do factor
de diluicdo permite estudar a linearidade dos sinais, assim como os limites de deteccdo e
de quantificacdo. Estes parametros, normalmente definidos em termos da concentracdo da
espécie a analisar, estdo apresentados em termos de absorvancia correspondente. A
absorvancia sendo uma medida da concentragdo de células dispersas em solugao,
relaciona-se com o estado de desenvolvimento da cultura.

Enquanto que as medidas electroquimicas foram efectuadas directamente nas
suspensdes preparadas, a leitura de absorvancia so6 foi efectuada apos dilui¢des adicionais
(com agua) até que o valor medido estivesse entre (0,1 e 0,8). Assim os valores de
absorvancia indicados sdo calculados a partir dos medidos, atendendo a estas dilui¢des
efectuadas.

Nas figuras 3.8 ¢ 3.9 I e II encontram-se representados os valores de absorvancia,
intensidade de corrente limite (obtido por LSV) e intensidade de corrente de pico (obtido
por SWV) respectivamente em funcdo do factor de diluigdo. Os pontos assinalados ndo

entraram nos célculos de regressdo para definir a recta mais provavel.
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Enquanto que a absorvancia representada foi calculada a partir de valores medidos
sempre na regido de linearidade desta técnica e por isso segue sempre uma relagdo linear
com o factor de dilui¢do, as medidas electroquimicas apresentam desvios a linearidade
que dependem nao s6 da técnica utilizada como também da dimensao do microeléctrodo.

Na tabela 3.3 estdo apresentados os parametros estatisticos das rectas
representadas na figura 3.9.

Todos os graficos apresentam zonas de linearidade bem definidas, com uma
ordenada na origem que incorpora o zero, demonstrando existir uma proporcionalidade
directa entre as medidas electroquimicas efectuadas e a concentragdo das espécies activas
e, entre a absorvancia e a concentracao de células dispersas.

A incerteza relativa associada aos declives de todas as correlacdes ¢ da mesma
ordem de grandeza, variando entre 3,4 a 5,6 %, o que demonstra juntamente com os
coeficientes de correlagdo entre 0,998 e 0,999, que tanto a defini¢do da rectas de

regressao como a sensibilidade dos métodos sdo bastante elevadas.

0 1 1
0 0,4 0,8 1,2

fq

Figura 3.8 — Representagdo grafica da variagcdo da absorvancia em fungdo do factor de diluigdo nas
suspensdes de células da levedura Candida utilis em meio K. A recta representada ¢
traduzida pela equagdo A = (-0,1 £0,1) + (4,4 £ 0,3) f.
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Figura 3.9 — Representacdo grafica da variacdo da intensidade de corrente obtida por LSV (I) e SWV (1)
em fungdo do factor de dilui¢do das suspensodes de células da levedura Candida utilis em meio
K com o microeléctrodo de 25 () e 50 um (M) de diametro.

Tabela 3.3 — Ordenada na origem (a), declive (b), coeficiente de correlacdo (r), nimero de pontos
experimentais (n) e limites de detec¢do, quantificacdo e linearidade (l.d.d, 1.d.q e Ld.l)
expressos em unidades de absorvancia obtidos na analise de suspensdes de células de
Candida utilis em meio K.

Técnica ) aztts, b +ts, r n l.d.d l.d.q I.d.l
(wm) (A (10° nA)

25 4+6 2,6 £0,1 0,998 11 0,11 0,44 4,0

LSV
50 -12+14 54+0,3 0,998 10 0,34 0,47 4,0
25 2+2 1,47£0,05 0999 9 0,02 0,20 3,7

SWV
50 -6+8 43+0,2 0,999 10 0,07 0,33 4,0

Como se pode verificar pela analise da tabela 3.3 a voltametria de onda quadrada é
a técnica que apresenta limites de deteccao e quantificagdo mais baixos relativamente aos
obtidos por voltametria de varrimento linear. A melhor relacdo entre o sinal medido e a
concentragdo de espécie ¢ verificada em voltametria de onda quadrada como se pode ver

pelos valores dos coeficientes de correlagdo determinados e apresentados na tabela 3.3.
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Capitulo 111

As técnicas voltamétricas apresentam um grande intervalo de aplicabilidade

compreendido entre os limites de quantificagdo e os de linearidade.

Além da suspensdo de células da levedura Candida utilis foram também

analisadas suspensoes de células da levedura Saccharomyces cerevisiae neste meio de

cultura. Com este estudo pretende-se alargar a aplicabilidade do método voltamétrico a

outros microrganismos.

As suspensdes preparadas por dilui¢do da cultura com absorvancia de 1,083 foram

analisadas por voltametria de onda quadrada com o microeléctrodo de 25 um. Os

parametros caracteristicos dos voltamogramas obtidos apresentam-se na tabela 3.4.

Tabela 3.4 — Factor de dilui¢do (f), intensidade de corrente de pico (I,) e potencial de pico (E,), relativos
aos voltamogramas obtidos por SWV com o microeléctrodo de 25 um de didmetro, nas
diferentes suspensdes de células de Saccharomyces cerevisiae, preparadas a partir de uma

cultura mae de células crescidas em meio K, com uma absorvéancia 1,083.

fq

0,0500 £ 0,0004
0,1000 £ 0,0007

0,200 £ 0,001
0,300 + 0,001
0,400 £ 0,002
0,500 £ 0,002
0,600 £ 0,002
0,700 £ 0,003
0,800 + 0,003
0,900 £ 0,004
1,000 + 0,004

n.d — ndo detectado

-1,
(nA)

n.d
32402
17,8 £0,7
27,4£0,6

402
513
59+1
73+2
7713
90+ 1
101 +2

E,
(mV)
nd
47112
45410
454+ 0
449+ 0
448 + 4
447+3
444 £ 0
444 +0
442 £3
440+ 2

A N L1 O &N O OO & O D
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Figura 3.10 — Representagdo grafica da variag@o da intensidade de corrente obtida por SWV em fun¢ao do
factor de dilui¢do nas suspensdes de células da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio
K com o microeléctrodo de 25 um de didametro.

Na figura 3.10, a qual estd representada a intensidade de corrente de pico em
fun¢do do factor de diluicdo, verifica-se uma relagdo linear entre as duas variaveis em
toda a gama estudada. Esta linearidade ¢ traduzida pelo coeficiente de correlacdo obtido,
apresentado na tabela 3.5. Nesta tabela estdo também apresentados os valores obtidos
para a ordenada na origem, declive e limites de detec¢do e de quantificacdo. Os limites de
deteccao e de quantificacdo foram determinados da forma descrita anteriormente no
estudo de suspensdes das células de Candida utilis em meio K, estando expressos em

unidades de absorvancia.

Tabela 3.5 — Ordenada na origem (a), declive (b), coeficiente de correlagdo (r), nimero de pontos
experimentais (n) e limites de detecg@o e de quantificacdo (1.d.d e 1.d.q) obtidos na analise
de suspensdes de células de Saccharomyces cerevisiae em meio K e determinados a partir
da representacdo na figura 3.10.

aztts, b + tsp
(nA) (107 nA) r n l.d.d l.d.q
3+3 1,03 +0,06 0,997 11 0,06 0,19
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1.2.2. Meio contendo 0,5 %26 de etanol

Tal como se verificou em meio K, em meio com 0,5 % de etanol o crescimento da
cultura de células conduz a producdo de espécies em solugdo que sdo
electroquimicamente activas. A dilui¢do da cultura de células conduz a diminui¢do do
sinal electroquimico associado as espécies excretadas. Na figura 3.11-1 encontram-se
apresentados voltamogramas de onda quadrada obtidos nas suspensdes preparadas a partir
de uma cultura de células de Candida utilis com 1,308 de absorvancia. Os valores de pH

para o meio com etanol e para a suspensdo de células mae foram 4,00 e 2,71,

respectivamente.
-120 200
-90 150
1/nA -/ nA
-60 100
-30 50
0 0
-0,2 -0,4 -0,6 1,2
E (vsECS)/V fa

Figura 3.11 — I — Voltamogramas obtidos com o microeléctrodo de platina de 50 pum de didmetro em
suspensdes de células de Candida utilis crescidas em meio contendo 0,5% de etanol, com
diferentes valores de absorvancia: a) 0,00; b) 0,367; ¢) 0,398; d) 0,469; ¢) 0,553; f) 1,308.
IT — Variacdo da intensidade de corrente de pico (M) e absorvancia () em fungdo do factor
de diluigdo (fy) nas suspensdes de células da levedura Candida utilis em meio contendo 0,5
% de etanol.

Os valores obtidos de intensidade de corrente e de potencial de pico
correspondentes aos voltamogramas registados por SWV com dois microeléctrodos de
diferentes dimensoes apresentam-se na tabela 3.6, onde também se encontram os valores

de absorvancia correspondentes.
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Tabela 3.6 — Absorvéncia (A), factor de diluigdo (fy), intensidade de corrente diferencial (I,) e potencial de
pico (E,) medidas nas diferentes culturas de células preparadas a partir de uma cultura mae de
Candida utilis (A = 1,308) em meio contendo 0,5% etanol.

25 pm 50 pm
A fq -y -Ep n -l -Ep n
(nA) (mV) (nA) (mV)

0,119 0,1000 £ 0,0007 n.d n.d - n.d nd -
0,143 0,200 + 0,001 1,8+0,3 487+3 4 44+0,6 47910 3
0,367 0,300 £ 0,001 2,3+0,7 482 +3 3 10£3 475+£0 3
0,398 0,400 + 0,002 6+2 481+3 3 13+3 47313 3
0,468 0,500 + 0,002 11+£2 47510 4 36t4 4650 3
0,553 0,700 + 0,003 14+£2 476+ 2 3 6416 465+ 4 4
1,308 1,000 + 0,004 2712 469 £ 4 5 94+ 6 467 £5 4

n.d — ndo detectado

Relativamente aos potenciais de pico, verifica-se que estes se descolam para
valores mais negativos a medida que a diluicdo aumenta.

Na figura 3.11-II apresentam-se os valores da intensidade de corrente de pico e da
absorvancia em fun¢ao do factor de diluigdo. A partir da variagdo dos valores medidos de
absorvancia e intensidade de corrente de pico em fungcdo do factor de dilui¢ao
determinou-se a recta mais provavel, excluindo o ponto 0,0 na regressdo linear I, versus
fa. Os parametros estatisticos caracteristicos das rectas de regressdo apresentadas na
figura 3.11-II apresentam-se na tabela 3.7. Como se pode verificar tanto pelas
representacoes graficas como pelos valores apresentados na tabela 3.7 as correlagdes
obtidas sdo piores que as correspondentes em meio K. E de salientar que os dados
apresentados se reportam a uma unica experiéncia o que dificulta a interpretacdo da
dispersdo observada. Os valores dos limites de detec¢do e de quantificacdo expressos em

unidades de absorvancia, encontram-se apresentados na tabela 3.7.
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Tabela 3.7 — Ordenada na origem (a), declive (b), coeficiente de correlacdo (r), nimero de pontos
experimentais (n) e limites de detecg¢@o e quantificagdo (l.d.d e 1.d.q) obtidos no estudo de
suspensdes de células Candida utilis em meio contendo 0,5 % de etanol e determinados a
partir das representagdes na figura 3.11-11.

Tecnica ¢ atts, btts, rn l.d.d l.d.q
(um) (nA) (10' nA)
6+2 3240,5 098 6 025 044
SWV 25
50 25+7 12£2 099 6 026 044
A -0,07+0,10 0,12+0,01 095 7 0,15 049

1.2.3. Meio contendo 0,5 26 de acido lactico

Na seccdo 1.1 deste capitulo demonstrou-se que a resposta voltamétrica dos
microeléctrodos de platina no meio com 0,5 % de acido lactico era diferente da obtida nos
outros dois meios de cultura. Verificou-se ainda que a intensidade de corrente limite
(LSV) e de pico (SWV) caracteristicas da redu¢do do acido lactico diminui gradualmente
com o crescimento das células de Candida utilis.

A estimativa dos limites de deteccdo, quantificacdo e linearidade foi efectuada
recorrendo a uma curva de calibragcdo construida com base em solug¢des de acido lactico
em meio mineral.

A solucdo mais concentrada ¢ idéntica a utilizada na preparacdo das culturas,
sendo nestas circunstancias medidas as intensidades de corrente mais elevadas. As
solugdes mais diluidas pretendem simular as culturas de células, onde a concentragdo de
acido lactico ¢ menor do que a do meio, como consequéncia da actividade celular.

Os voltamogramas de LSV e de SWV obtidos com microeléctrodos de platina

estdo apresentados na figura 3.12.
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1/ nA

04 05 06 07 04 05 06 07
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Figura 3.12 — Voltamogramas obtidos por LSV (I) e por SWV (II) com o microeléctrodo de platina de 25

pm de diametro, em meio mineral com diferentes concentragdes de acido lactico: a) 0,0121;
b) 0,0182; ¢) 0,0242; d) 0,0363; ) 0,0424; f) 0,0484; g) 0,0605 M.

Na tabela 3.8 apresentam-se os valores de intensidade de corrente de limite,
potencial de meia onda e diferenca |E34-E ;4| obtidos na andlise dos voltamogramas de

LSV com os microeléctrodos de 25 e 50 um de didmetro.

Tabela 3.8 — Valores de intensidade de corrente limite (Ir), potencial de meia onda (E,;) e |E34-E1/|
relativos aos voltamogramas de LSV em estado estacionario obtidos com microeléctrodos de
25 pm e 50 um de didmetro, em solugdes de acido lactico em meio mineral.

25 pm 50 pm
C -IL -E1p |Esa-Eual D -IL Biz |Esu-Ew| N
(M) (nA) (mV) (mV) (nA) (mV) (mV)

0,0182 £ 0,0001 n.d n.d n.d - n.d n.d n.d -
0,0242 + 0,0002 211 512+£5 44 +9 5 49+1 508+2 40+2 5
0,0303 £ 0,0002 301 512+£2 46+3 6 59+£3 5071 39+3 6
0,0363 £ 0,0002 33x1 51414 48+ 6 6 72+2  506=%1 40+3 6
0,0424 + 0,0003 39+£2 518+2 52+2 6 84+2 5091 42 +3 6
0,0484 £ 0,0003 43 +2 5203 52+6 6 905 S511£2 43+3 6
0,0544 £ 0,0003 4912 523+4 5416 6 | 1035 51714 47+6 5
0,0605 £ 0,0003 51£3 527+5 61x8 6 | 1183 519+3 505 4

n.d — ndo detectado
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Tabela 3.9 — Intensidade de corrente de pico (I,) e potencial de pico (E,), relativos aos voltamogramas
obtidos por SWV com microeléctrodos de 25 pm e 50 um de didmetro em solugdes de acido
lactico preparadas em meio mineral.

25 pm 50 pm

(ISI) P (EIIK) (;rlf\[}) " (-rIpr) (;rlf\[}) "
0,00605 +0,00005 3,90 n.d n.d - n.d n.d -
0,0121 40,0001 3,91 20402  502+5 4 541  501+3 3
0,0182+0,0001 3,92 | 42+06 505+2 5 9+1 503+3 4
0,0242 +0,0002 3,92 72407  505+2 6 19+2  503+2 5
0,0303+0,0002 3,92 | 122+04 507+3 6 3142 504+0 6
0,0363+0,0002 3,92 | 154+04 510+2 6 40+1  509+0 6
0,0424 +0,0003 3,92 18+ 1 512%2 6 46+2 5102 6
0,0484 +£0,0003 3,92 | 214+09 514+2 6 55+3 512+2 6
0,0544 +0,0003 3,92 25+1 5143 6 63+3 513+4 5
0,0605 +0,0003 4,13 25+1 514+5 7 69+3 516+3 7

n.d — ndo detectado

O potencial em que ocorre o processo de reducdo ¢ dependente da concentragao,
verificando-se um deslocamento dos sinais voltamétricos para valores mais negativos
com o aumento da concentragdo. Por outro lado, a forma e a posi¢do dos voltamogramas
obtidos por LSV sofrem variagdes mais acentuadas quando se utiliza o microeléctrodo
mais pequeno. Estas observacdes estdo de acordo com o comportamento previsto para a
reducdo electroquimica de acidos fracos. Este processo envolve uma reac¢ao homogénea
acoplada correspondente a ionizagao do acido [39, 40 e 58].

A representacdo grafica da intensidade de corrente limite, I;, e da intensidade de
corrente de pico, I,, em funcdo de concentracdo do acido encontram-se na figura 3.13.

A definicdo dos patamares de intensidades de corrente das ondas voltamétricas
obtidas por LSV ndo é muito boa, s6 sendo possivel determinar valores de intensidade de
corrente limite para concentragdes superiores a 0,0242 M, enquanto que a visualizagdo do
pico correspondente em SWV se verifica a concentragdes inferiores, 0,012 M. No
entanto, através da analise dos graficos na figura 3.13-II verifica-se que os valores de I,
medidos nas trés solugcdes de menor concentragdo apresentam um desvio significativo a

recta definida a partir dos restantes valores experimentais. A dificuldade em definir as
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linhas de base nos voltamogramas de SWV quando a concentracao de &cido fraco ¢ baixa
esta decerto na origem do desvio referido.

A definicdo dos limites de deteccdo e de quantificacdo através da andlise
estatistica das rectas apresentadas na figura 3.13 tem uma validade limitada pois ¢ obtida
por extrapolagdo de resultados obtidos em condigdes em que a interferéncia da resposta
electroquimica do processo subsequente ¢ menos significativa. Nas condigdes
experimentais testadas e atendendo a figura 3.13 serd mais significativo considerar como

limite de quantificagdo uma concentragdo de aproximadamente 0,027 M.

130 72
-l /nA -Ip/nA
65 36
0 L 0 .
0 0,035 0,07 0 0,035 0,07
C/M C/M

Figura 3.13 — Representagdo da intensidade de corrente de limite (I) e da intensidade de corrente de pico
(I1) em fungdo da concentragdo de acido lactico obtidas com o microeléctrodo de 25 um (@)
e de 50 um (M) de didmetro.

Tabela 3.10 — Ordenada na origem (a), declive (b), coeficiente de correlagdo (r), nimero de pontos
experimentais e limites de deteccdo e de quantificacdo (1.d.d e 1.d.q) obtidos no estudo do
meio contendo 0,5 % de 4cido lactico e determinados a partir das representagdes na figura

3.13.
Técnica ) atts, btts, r n lLdd lLdqg
(m) (WA)  (10'nA/M) M) (M)
25 1+3 87+8 0,996 8 0,003 0,015

LSV
50 2+4 190+10 0,998 & 0,002 0,009
25 0+2 44 +5 0,995 7 0,007 0,020

SWV
50 -8+6  1150+0,8 0,998 7 0,005 0,013
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Como conclusdo pode afirmar-se que a voltametria de varrimento linear ¢ a
técnica que apresenta limites de detec¢do e de quantificacdo mais baixos neste meio.
Estes valores, s3o sempre mais baixos para o microeléctrodo de maior dimensao.

No que respeita a linearidade, verifica-se que tanto no microeléctrodo de maior,
como no de menor didmetro, a linearidade ¢ observada em toda a gama de concentracao

estudada nas duas técnicas voltamétricas.

1.3. Analise comparativa dos resultados

1.3.1. Efeito da dimensao do microeléctrodo

A comparagdo entre os resultados obtidos com os dois microeléctrodos pode ser
feita a partir dos graficos de intensidades de corrente normalizada correspondente a um
microeléctrodo em fungdo da mesma varidvel relativa ao outro microeléctrodo.

A intensidade de corrente limite obtida por voltametria de varrimento linear em
estado estacionario foi normalizada pelo didmetro dos microeléctrodos, uma vez que ¢
directamente proporcional a esta grandeza. Na tabela 3.11 estdo apresentadas as
intensidades de corrente limite normalizadas, calculadas a partir dos resultados na tabela
3.2.

A comparagao das respostas voltamétricas dos dois microeléctrodos foi também
efectuada a partir dos voltamogramas obtidos por voltametria de onda quadrada. Neste
caso, a normalizagdo das intensidades de corrente foi efectuada relativamente a um dos
pares ordenados representados (43,06 nA, 119,8 nA). Os valores das intensidades de
corrente pico normalizadas encontram-se apresentados na tabela 3.11 e foram calculados
a partir dos resultados experimentais apresentados na tabela 3.1 obtidos com suspensdes

de células crescidas em meio K.
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Tabela 3.11 — Intensidades de corrente limite normalizadas (I ) e intensidades de corrente de pico
normalizadas (I,x) obtidas em suspensdes de células de Candida utilis crescidas em meio K,
relativas aos microeléctrodos de 25 e 50 um de didmetro. Os valores experimentais usados
encontram-se nas tabelas 3.1 e 3.2.

-1 LN25 -1 LN25 IpN25 IpN50

(mAm? (mAm™
0,57+ 0,02 n.d 0,071 £0,008 n.d
1,04 £ 0,02 0,992 £ 0,005 0,33 £0,01 0,290 £ 0,009
1,87 £0,01 1,97 £ 0,02 0,65+ 0,01 0,637 £ 0,005
2,63 +0,07 2,83 40,02 1,00 + 0,03 1,00 + 0,02
(1=43,06nA)  (-I,= 119,8 nA)
3,77 £ 0,05 3,83 £0,08 1,29 £ 0,03 1,33 £ 0,02
4,8+0,1 5,07 £0,07 1,71 £ 0,07 1,83 +£0,01
5,97+ 0,05 6,283 40,005 2,01 +0,04 2,10 +0,02
6,9+0,1 7,22 £0,07 2,35+0,03 2,48 £ 0,03
8,2+0,1 8,6+0,1 2,5+0,1 2,77 £ 0,04
9,5+0,1 9,82+ 0,03 2,7£0,1 3,23+£0,03
9,69 + 0,05 10,2 £0,1 2,87+ 0,08 3,22 £0,08

n.d — ndo detectado

10 T T T T

1
-linso/ MA M _ Ionso

-1
'ILN25/ mA m IpN25

Figura 3.14 — Representacdo grafica da intensidade de corrente limite normalizada para o didmetro do
microeléctrodo (I) e da intensidade de corrente de pico normalizada para um par ordenado,
relativo ao microeléctrodo de 50 um (II), em funcdo da correspondente grandeza relativa ao
microeléctrodo de 25 pum. As rectas tracadas correspondem a x = y. Os valores da
intensidade de corrente limite e de pico foram obtidos no estudo das suspensdes de células de
Candida utilis em meio K (tabelas 3.1 e 3.2).
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Na figura 3.14 encontram-se os graficos correspondentes a analise da equivaléncia
dos microeléctrodos utilizados.

Em ambas as técnicas consideradas verifica-se um pequeno desvio dos pontos a
recta tragada correspondente a x =y, que marca a equivaléncia dos resultados. Este desvio
¢ mais significativo nos resultados obtidos por voltametria de onda quadrada, para os trés
ultimos pontos representados, que correspondem a intensidades de corrente de pico
superiores 101,19 nA e 297,10 nA obtidas nos microeléctrodos de 25 e 50 um,
respectivamente. Este desvio apesar de menos significativo ¢ também observado nos
resultados de voltametria de varrimento linear. Em ambos casos se verifica que os valores
de intensidades de corrente obtidos com o microeléctrodo de 25 um sdo inferiores aos
relativos ao microeléctrodo de 50 um. Este facto devera relacionar-se com o mecanismo
do processo de reducdo dos acidos fracos. O acido fraco molecular difunde-se até ao
eléctrodo onde se ioniza. Quanto mais elevada for a velocidade de transporte de massa
para o eléctrodo, relativamente a velocidade da reac¢do de ionizagao acoplada menor sera
a concentracio de H' a superficie do microeléctrodo e consequentemente menor a
respectiva intensidades de corrente. A velocidade de transporte de massa para os
microeléctrodos ¢ inversamente proporcional ao seu raio [60], o que justifica a menor
intensidade de corrente normalizada obtida nestes eléctrodos.

Os resultados obtidos em meio com etanol correspondem a um Unico ensaio e
apresentam uma dispersdo bastante elevada, como se pode verificar na figura 3.11-II,
assim, ndo foram usados em analises posteriores.

Na figura 3.15 encontram-se representadas as intensidades de corrente de pico e
limite, normalizadas, obtidas em suspensdes de células de Candida utilis em meio
contendo 4cido lactico. Os resultados representados foram calculados a partir dos
apresentados nas tabelas 3.8 e 3.9. As rectas tragadas correspondem a situagdo de
equivaléncia dos resultados, i.e., a recta x =y.

Em ambas as técnicas voltamétricas verifica-se a concordancia entre todos os
pontos experimentais, com excep¢ao do relativo a concentragdo mais elevada de acido
lactico 0,0605 M. Efectivamente, na representagdo das intensidades de corrente (I, e I)
em funcdo de concentracdo de acido lactico (figura 3.13) & possivel verificar que o
aumento do sinal electroquimico, registado nos microeléctrodos de 25 um, nao

acompanha a variacdo da concentragdo entre 0,0544 e 0,0605 M. Ainda que estes pontos
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experimentais ndo apresentem um desvio significativo nos tragados dos graficos da figura

3.13, na figura 3.15 o afastamento a recta que traduz a equivaléncia dos métodos ¢ bem

visivel. Este afastamento

surge devido a intensidade de corrente medida no

microeléctrodo de 25 pm ndo acompanhar a intensidade de corrente correspondente ao

microeléctrodo de 50 pm.

Tabela 3.12 — Intensidade de corrente de limite normalizada obtida por LSV e intensidade de corrente de

pico normalizada obtida por SWV em solugdes de acido lactico, relativas aos microeléctrodos

de 25 e 50 um. Os valores experimentais usados encontram-se nas tabelas 3.8 ¢ 3.9.

'ILN25

'ILNSO

lpnzs

lpnso

(mA m? (mAm?
0,85+ 0,04 0,98 £ 0,03 0,15+ 0,04 0,16 £ 0,02
1,19 £ 0,06 1,19 £ 0,07 0,30 £ 0,03 0,34 £ 0,05
1,33 £ 0,05 1,44 £ 0,04 0,60 £ 0,05 0,59 £ 0,06
1,56 + 0,07 1,67 £ 0,03 1,00 £ 0,08 1,00 £ 0,03
(1,=122nA) (1, =31,08nA)
1,71 £ 0,08 1,79 £ 0,1 1,29 £ 0,03 1,26 £ 0,03
1,97 £ 0,08 2,1£0,1 1,48 £ 0,05 1,47 £ 0,07
2,04 £ 0,08 2,35+£0,07 1,76 £ 0,09 1,75 £ 0,07
2,01 £0,1 2,07+0,1
2,20+0,1 2,06 £ 0,08
3
o ' no | }
|
2 -1 2 -loniso
linso/ MA m?
an 1T 1
'1 ) 1 '1 ; 3"
Iy nos/ MAmM? ~lonzs

Figura 3.15 — Comparagao dos resultados obtidos em solugdes de acido lactico, com os microeléctrodos de

25 ¢ 50 um de diametro, por LSV (I) e por SWV (II).
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1.3.2. Voltametria de varrimento linear versus voltametria
de onda quadrada

Para verificar a equivaléncia entre as duas técnicas voltamétricas foram efectuadas

representacoes da intensidade de corrente de pico normalizada em fungdo da intensidade

de corrente limite normalizada.

As intensidades de corrente foram normalizadas por um dos pontos experimentais.

Para o microeléctrodo de 25 um utilizou-se o par (65,87 nA; 43,06 nA) e para o de 50 um

(141,13 nA; 120,0 nA). Os resultados utilizados neste estudo foram obtidos na

experiéncia em que uma suspensdo de células de Candida utilis crescidas em meio K foi

diluida com meio K e foram apresentados nas tabelas 3.1 e 3.2.

Tabela 3.13 — Intensidade de corrente limite e intensidade de corrente de pico normalizadas, obtidas com os
microeléctrodos de 25 ¢ 50 um de didmetro, em suspensoes de células de Candida utilis em

meio K.

Iinzs
00
0,215 £ 0,008
0,393 £ 0,008
0,710 £ 0,004

1,000 + 0,03
(-I. = 65,87 nA)
1,43 £0,02

1,81 + 0,04
2,27 40,02
2,63 +0,04
3,11+0,05
3,60 + 0,03
3,68 +0,02

n.d — ndo detectado

Inso
0+0
n.d
0,351 +£ 0,001
0,699 + 0,007
1,000 £ 0,006

(I.=143,13nA)

1,36 £ 0,03
1,80 + 0,03
2,226 £ 0,001
2,56 £ 0,02
3,04 £0,03
3,48 £ 0,01
3,62+ 0,04

lonzs
040
0,071 + 0,007
0,328 + 0,008
0,647 +0,01
1,00 £ 0,03

(-I,= 43,06 nA)

1,30 +0,03
1,71 £0,07
2,01 + 0,04
2,35+0,03
2,5+0,1
2,7+0,1
2,87+0,08

Ionso
0+0
n.d
0,290 + 0,009
0,637 +£ 0,006

1,00 + 0,02
(-, = 120,0 nA)
1,33 + 0,02

1,84 +0,01
2,10 +0,02
2,48 +0,03
2,77 +0,04
3,23+0,03
3,23 40,08
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lpnzs Ipnso

ILN25 ILN50

Figura 3.16 — Representacao grafica da intensidade de corrente de pico normalizada obtida por SWV em
fun¢do da intensidade de corrente limite normalizada obtida por LSV com o microeléctrodo
de 25 um (I) e 50 um (IT) de didmetro em suspensdes de células de Candida utilis em meio k

Os valores representados encontram-se na tabela 3.13 e foram obtidos em
suspensdes de Candida utilis em meio K. Em ambos os graficos (figura 3.16)
correspondentes a andlise da equivaléncia entre as técnicas voltamétricas verifica-se que
as intensidades de corrente obtidas por SWV sdo inferiores ao obtido por LSV,
sensivelmente para Ijnps superiores a duas unidades. No entanto, no caso do
microeléctrodo de 50 um os desvios dos pontos experimentais a recta que representa a
equivaléncia entre as técnicas, sdo inferiores aos verificados com o microeléctrodo de 25
um.

Nos resultados obtidos em solucdes de acido lactico os pontos utilizados para a
normalizagdo foram (29,83 nA; 12,20 nA) e (59,45 nA; 31,08 nA) para os
microeléctrodos de 25 e 50 um, respectivamente. Os valores obtidos da normalizagdo e
representados na figura 3.17 apresentam-se na tabela 3.14.

Na figura 3.17, verifica-se que a intensidade de corrente obtida por SWV ¢
superior a obtida por LSV, com excep¢ao do primeiro ponto, independentemente do
tamanho do eléctrodo. Este comportamento ¢ oposto ao verificado nos estudos efectuados
em suspensdes da Candida utilis em meio k.

A diferenga entre os resultados, comparados na figura 3.17, obtidos pelas duas
técnicas voltamétricas, prende-se com o mecanismo da reducdo dos acidos fracos
(mecanismo CE). O facto das técnicas voltamétricas terem sido usadas em bases de tempo

diferentes implica diferentes intensidades de corrente relativas a cada técnica.
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Esta situacdo ¢ diferente da apresentada na figura 3.16, em que os estudos foram
realizados em suspensdes de células. As leveduras ao metabolizarem a glucose (meio k)
podem excretar para o meio, acidos de natureza diferente, apresentado valores de
potencial diferente. No caso de LSV, como os sinais voltamétricos apresentam uma forma
de uma onda sigmoidal, a presenca dos acidos contribui de uma forma aditiva para a
intensidade de corrente limite. Em oposi¢do no caso de SWV, em que a resposta
apresenta a forma de um pico, o valor de intensidade de corrente de pico ¢ afectado de
forma diferente de acordo com a proximidade dos potenciais de reducdo das espécies
diferentes. A adi¢do algébrica dos valores das intensidades (I,) s6 ocorre quando os seus

potenciais (E,) sdo coincidentes.

Tabela 3.14 — Intensidade de corrente limite e intensidade de corrente de pico normalizadas obtidas com os

microeléctrodos de 25 e 50 um em solugdes de acido lactico. Os valores experimentais
encontram-se na tabela 3.8 e 3.9.

I nos I nso lonzs Ipnso
0+0 0+0 0+0 0+0
n.d nd 0,16 + 0,02 0,16 £ 0,04
n.d n.d 0,34 £ 0,05 0,30 £ 0,03
0,71 0,03 0,83 +0,02 0,59 + 0,06 0,60 + 0,05
1,00 £ 0,05 1,00 £ 0,06 1,00 £ 0,03 1,00 £ 0,08
(I.=29.83nA)  (I,=5945nA)  (I,=1220nA)  (-I,=31,08nA)
1,12 £ 0,05 1,21 0,04 1,26 +0,03 1,29 +0,03
1,31 £0,06 1,41 0,03 1,47 0,07 1,48 £ 0,05
1,44 £0,07 1,51 £0,09 1,75 £ 0,07 1,76 £ 0,09
1,65 +0,07 1,73 £0,09 2,1£0,1 2,0£0,1
1,71 £0,09 1,98 + 0,06 2,06 + 0,09 2,21 40,0

n.d — ndo detectado
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lpnzs

In2s ILnso
Figura 3.17 — Representacao grafica da intensidade de corrente de pico normalizada obtida por SWV em

funcdo da intensidade de corrente limite normalizada obtida por LSV com o microeléctrodo
de 25 pm (I) e 50 pm (IT) de diametro em solugdes de acido lactico.

1.3.3. Métodos voltameétricos versus método turbidimeétrico

A equivaléncia dos métodos pode ser averiguada no estudo dos meios de cultura
através da analise dos sinais obtidos nas mesmas suspensoes. Os valores medidos com as
diferentes técnicas foram normalizados para um dos valores obtidos experimentalmente.
A sua representacdo reciproca distribuir-se-4 ao longo da recta y = x quando os métodos
apresentarem distribuicdo idéntica. Na figura 3.18 representam-se os valores de
intensidade de corrente de pico normalizada em fun¢do da absorvancia normalizada e a
recta de equivaléncia y = x. Os valores representados encontram-se na tabela 3.15. Com
base na representacao grafica pode-se concluir que a dilui¢do provoca uma atenuag@o nos
valores de absorvancia idéntica a seguida pelos valores de intensidade de corrente em
toda a gama de resultados experimentais quando se utiliza o eléctrodo de maiores
dimensdes (¢ = 50 um). Os resultados obtidos com o microeléctrodo de 25 um comegam
a apresentar desvios a recta y = x para valores de absorvancia normalizada na ordem de

2,8, 0 que corresponde a uma absorvancia proxima de 2,4.
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Figura 3.18 — Variacdo da intensidade de corrente de pico normalizada em func¢do da absorvancia
normalizada: Resultados obtidos em duas experiéncias; Il — com microeléctrodo de 25 pm
(W) (Aref; Ipref) = (1,205; 43,06 nA) e de 50 pm (A) (Aref; Lref) = (1,205; 119,80 nA) e
II - com o microeléctrodo de 25 pm (L) (Aref; Iref) = (0,877; 39,18 nA) em meio K.

Tabela 3.15 — Absorvancia normalizada (Ay), intensidade de corrente de pico normalizada (I,n), para os
microeléctrodos de 25 e 50 um de didmetro obtidas em suspensdes de células de Candida
utilis, em meio K.

Experiéncia | Experiéncia Il

AN IP N25 IP N50 AN IP N25

0,0 00 00 0,0 0+£0
0,161 0,072 £ 0,008 n.d 0,145 0,059 + 0,003
0,312 0,328 + 0,008 0,290 + 0,009 0,333 0,231 £0,01
0,547 0,65 £ 0,01 0,637 = 0,006 0,641 0,66 £ 0,01
1,000 1,00 £ 0,03 1,00 £ 0,02 1,000 1,00 = 0,03

(A =1,205) (-1, = 43,06 nA) (-I,=119,8 nA) (A=0,877) (-I,= 39,18 nA)

1,289 1,30 £ 0,03 1,33 £ 0,02 1,282 1,37+ 0,03
1,546 1,71 £ 0,07 1,84 £ 0,01 1,869 1,72 £ 0,06
2,098 2,01 £0,04 2,10+ 0,01 2,119 2,00 £ 0,08
2,359 2,35+£0,03 2,48 £ 0,03 2,767 2,35+£0,07
2,877 2,5+0,1 2,78 £ 0,04 3,162 2,5+0,1
3,310 2,740,1 3,23 4£0,03 3,658 2,87 +0,07
3,328 2,87+ 0,08 3,23 £0,08 4,536 3,17 £0,06

n.d — ndo detectado
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A equivaléncia entre os métodos Optico e voltamétrico em suspensdes de células
de Candida utilis em meio contendo acido lactico foi também estudada. A experiéncia
efectuada para este estudo consistiu na adicao de diferentes volumes da solugdo do meio a
um volume fixo de suspensdo de células.

Quando se representa a intensidade de corrente de pico obtida com um
microeléctrodo de 25 pum em fun¢do da absorvancia obtida nas suspensdes de células
verifica-se que a intensidade de corrente diminui & medida que aumenta a absorvancia

(figura 3.19).

-,/ nA

0 | | |
0 0,2 0,4

A

Figura 3.19 — Variagdo da intensidade de corrente de pico em fung@o da absorvancia obtidas em suspensdes
de células de Candida utilis em meio contendo acido lactico com o microeléctrodo de 25 um
de diametro.

A comparacgdo entre as variacdes dos sinais Optico e electroquimico através de
uma representagdo idéntica a apresentada na figura 3.18 requer um tratamento prévio dos
resultados devido a ndo existir uma proporcionalidade directa entre as medidas de
absorvancia e de intensidade de corrente. Aos valores experimentais de intensidade de
corrente de pico foi subtraido o valor da intensidade de corrente de pico (Ip0) determinado
por extrapolagdo na representacdo da figura 3.19. Os valores da intensidade de corrente de
pico corrigidos, I,-I0 denominado por Al e de absorvancia foram normalizados por um
dos pares ordenados (A, Al) e estao apresentados na tabela 3.16.

Na figura 3.20 apresenta-se a correlacdo existente entre os valores de Al e de
absorvancia normalizados, assim como a recta x = y. Observa-se uma boa correlagao

entre os resultados, com excep¢do dos resultados obtidos no meio de cultura e a
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correspondente a suspensdo de células mais diluida (A = 0,016). Nestas solugdes a
concentracdo de acido lactico ¢ muito elevada e as intensidades de corrente sio muito
proximas do limite de linearidade observado através da curva de calibragdo do &cido fraco

para o microeléctrodo de 25 pm, na figura 3.13.

Tabela 3.16 — Absorvancia (A), intensidade de corrente de pico (I,), intensidade de corrente de pico
corrigida (Al), absorvancia normalizada (Ay) e intensidade de corrente de pico corrigida
normalizada (Aly) obtidos em suspensdes de células de Candida utilis em meio contendo
acido lactico.

A -1y Al Ay Aly
(nA) (nA)
0,458 11,1£0,4 21,9+ 0,6 2,411 2,55+0,07
0,392 14,2+0,6 18,8 £0,8 2,063 2,18 +0,09
0,326 19,1£0,3 13,9+0,6 1,716 1,62+ 0,07
0,254 22,6+0,4 10,4+0,6 1,337 1,21 £0,07
0,190 244+08 8,6+0,9 1,000 1,0+0,1
0,163 26,5+ 0,4 6,5%0,6 0,858 0,76 £ 0,07
0,124 28,0+0,3 5,0£0,6 0,652 0,58 £0,07
0,077 29,5+0,5 3,5+0,7 0,405 0,41 £ 0,08
0,034 30,5+ 0,4 2,5+0,6 0,179 0,29 £ 0,07
0,021 31,4104 1,6 £0,6 0,110 0,19 £ 0,07
0,016 348+0,7 -1,8+0,9 0,084 -0,2+0,1
0,000 27,9+0,9 S+l 0,000 -0,6 +0,1
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Figura 3.20 — Variacdo da intensidade de corrente de pico corrigida normalizada obtida com microeléctrodo
de 25 um de didmetro em fungdo da absorvancia normalizada.
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2. Analise voltametrica de
culturas de ceéelulas ao
longo do tempo

Na seccdo anterior foram apresentados os resultados da analise voltamétrica de
suspensdes de células da levedura Candida utilis em diferentes meios de cultura. Os
estudos efectuados com os microeléctrodos de diametros diferentes, demonstraram que 0s
resultados sdo equivalentes no intervalo de linearidade das suas respostas. Os resultados
obtidos atraves das duas técnicas voltamétricas também demonstraram ser equivalentes.

Nesta seccdo apresentam-se os estudos voltamétricos em culturas de células de
Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae nos meios anteriormente caracterizados. As
condicOes experimentais, quando se fazem medic¢des em culturas de células ao longo do
tempo, séo diferentes das condicGes utilizadas nos estudos nos meios e nas suspensdes de
células. O crescimento das culturas das duas leveduras foi seguido pelas duas técnicas
(LSV e SWV) e com os dois microeléctrodos, de forma a verificar se os resultados sdo

equivalentes nestas condi¢des experimentais.

2.1. Meio K

Os voltamogramas apresentados na figura 3.21 foram obtidos em culturas de
células de Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae ao longo do tempo. O tempo zero
corresponde ao tempo em que € efectuada a primeira medida na cultura, meia hora apos
se ter ajustado a cultura as condi¢fes iniciais pretendidas. Em ambas as culturas é
possivel observar-se 0 aparecimento de um sinal a um potencial de meia onda de ~ -460
mV (versus ECS) que aumentou com o tempo de cultivo das células.

As medidas de absorvancia efectuadas nas mesmas amostras apresentaram um
aumento gradual, conforme se observa na tabela 3.17, que é caracteristico do aumento do

numero de células dispersas no meio. No intervalo de tempo considerado neste estudo é
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possivel verificar que a variacdo dos valores obtidos ndo é constante, 0 que € tipico do
crescimento microbiano. Os valores de absorvéncia, relativos a uma cultura de Candida
utilis apresentados na tabela 3.17 aumentam gradualmente até um tempo de 11,25 horas,
variando apenas uma décima em absorvancia no tempo seguinte. Um comportamento
semelhante observado na cultura de Saccharomyces cerevisiae, estabilizando a
absorvancia para um tempo de 12,67 horas, no tempo seguinte o valor de absorvancia é
igual ao valor correspondente a um tempo de 11,58 horas.

Os valores de pH da cultura de Candida utilis diminuem ao longo do tempo de
crescimento enquanto que os valores de absorvancia aumentam, estabilizando
simultaneamente a absorvancia. Os valores de pH obtidos na cultura de Saccharomyces
cerevisiae também apresentaram uma diminuicdo ao longo do tempo, tendendo a
estabilizar para um tempo de cerca de nove horas.

A intensidade de corrente s6 foi mensuravel para tempos superiores a duas horas
(A = 0,194) na cultura de Candida utilis. Um limite de deteccdo comparavel foi
verificado na cultura de Saccharomyces cerevisiae a um tempo de 1,92 horas (A = 0,149).

Em ambas as culturas se observou um aumento da intensidade de corrente,
verificando-se um aumento menos acentuado nos dois ultimos tempos medidos nas
culturas de Candida utilis e para tempos superiores a 10 horas em culturas de
Saccharomyces cerevisiae. Nesta cultura verificou-se uma ligeira diminuicdo da

intensidade de corrente limite para tempo igual a 9,33 horas.

-825 -500 T T
| 1|
f)
-375 —
-550 - g
1/ nA |
-250 d)
=275 -
-125 -
-0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8
E (vs ECS)/V E (vs ECS)/V

Figura 3.21 — VVoltamogramas obtidos por LSV com o microeléctrodo de 50 um de diametro no crescimento
em meio K de Candida utilis (I) em diferentes tempos de crescimento: a) 0,00; b) 1,17; c)
5,50; d) 7,77; e) 8,83 e f) 12,50 horas e de Saccharomyces cerevisiae (I1): a) 0,00; b) 1,92; ¢)
4,00; d) 6,08; e) 7,25 e ) 9,33 horas.
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Tabela 3.17 — Tempo de crescimento (t), absorvancia (A), intensidade de corrente limite (I.), pH obtidos em
culturas de células de Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio K. Os valores
médios referem-se a seis réplicas efectuadas por voltametria de varrimento linear com o

t
(h)
0,00
1,17
2,25
3,50
4,50
5,50
6,58
7,67
8,83
10,08
11,25
12,50

microeléctrodo de 50 um de didmetro.

Candida utilis

A -1,

(nA)

0,092 n.d

0,137 n.d
0,194 43+5
0,347 86+2
0,523 122 +3
0,678 191+2
1,221 289+14
1,884 405+ 2
2,474 570+ 4
3,468 687+ 6
3,665 73914
3,768 777+8

n.d — ndo detectado

pH

3,85
3,70
3,40
3,13
2,93
2,73
2,55
2,37
2,21
2,12
2,10
2,08

t
(h)
0,00

0,92
1,92
2,92
4,00
5,00
6,08
7,25
8,33
9,33
10,41
11,58
12,67
13,67

Saccharomyces Cerevisiae

A

0,065
0,092
0,149
0,222
0,328
0,469
0,638
1,183
1,686
1,936
2,045
2,219
2,159
2,219

-1,
(nA)

n.d
n.d
38+4
60+1
77+£5
138+4
191+11
3268
405+ 11
373+ 17
436 + 10
431+13
450 + 25
480+ 21

pH

3,76
3,61
3,32
3,13
2,93
2,73
2,53
2,40
2,33
2,30
2,30
2,29
2,30
2,29

As curvas de crescimento definidas a partir dos resultados voltamétricos, por LSV,

sdo muito semelhantes as correspondentes a representacdo da absorvancia em funcéo do

tempo nas duas espécies de leveduras estudadas. As curvas de crescimento apresentadas

na figura 3.22, sdo relativas as medidas de turbidimetria, para cada uma das leveduras

Candida utilis (figura 3.22-1) e Saccharomyces cerevisiae (figura 3.22-11). Para identificar

a fase exponencial efectuou-se a representagdo semi-logaritmica da absorvancia em

funcdo do tempo de crescimento. A regido na qual existe uma dependéncia linear

corresponde a fase exponencial, apresentada a sombreado na figura 3.22.
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Figura 3.22 — Curvas de crescimento das culturas de leveduras de Candida utilis (I) e Saccharomyces
cerevisiae (I11) em meio K obtidas por turbidimetria. O intervalo a sombreado corresponde a
regido de crescimento exponencial.

As curvas de crescimento, definidas através de medidas voltamétricas, sdo obtidas
por representacdo grafica da intensidade de corrente limite ou de pico em funcdo do
tempo de crescimento e apresentam uma forma sigmoidal semelhante as obtidas por
turbidimetria.

Os pontos experimentais apresentados na zona sombreada da figura 3.23
correspondem ao intervalo de tempo de crescimento exponencial, identificado através da
relacdo linear entre o logaritmo da intensidade de corrente em funcdo do tempo de
crescimento.

A fase de crescimento exponencial, para as duas leveduras, definida por ambos 0s
métodos é coincidente, verificando-se apenas que os primeiros valores de intensidade de

corrente detectados ndo sdo mensuraveis.
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Figura 3.23 — Curvas de crescimento de culturas de leveduras de Candida utilis (I) e Saccharomyces
cerevisiae (II) em meio K obtidas por voltametria de varrimento linear com um
microeléctrodo de 50 um. O intervalo a sombreado corresponde a regido de crescimento
exponencial.

Os resultados obtidos por voltametria de varrimento linear em culturas de células
de Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio K sdo semelhantes aos obtidos por
turbidimetria na avaliagdo do crescimento microbiano.

A equivaléncia das técnicas na avaliacdo do crescimento microbiano pode ser
analisada através da comparacdo dos sinais obtidos nas culturas de células ao longo do
tempo. Os valores obtidos pelas duas técnicas foram normalizados para um dos pontos
experimentais, a sua representacdo reciproca encontra-se representada na figura 3.24. Os
valores da intensidade de corrente limite em funcdo da absorvancia normalizada
distribuem-se ao longo da recta y = x, traduzindo a equivaléncia dos valores obtidos pelos
dois métodos. Os valores representados encontram-se na tabela 3.18.
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Figura 3.24 — Intensidade de corrente limite normalizada em funcdo da absorvancia normalizada. Os
resultados foram obtidos com o microeléctrodo de 50 um de didmetro em culturas de
leveduras de Candida utilis (I) e Saccharomyces cerevisiae (II) em meio K (Os valores
estdo apresentados na tabela 3.18). Na regido a sombreado estdo representados os valores
obtidos na zona de crescimento exponencial da cultura. A recta tragada, y = x, traduz a
equivaléncia das grandezas representadas.

Os valores medidos desde o inicio das experiéncias demonstram ser
analiticamente equivalentes, observando-se desvios a recta y = x para valores de
absorvancia normalizada superiores a 4,732 (figura 3.24-1), o que corresponde a uma
absorvancia de 2,475 em culturas de células da levedura Candida utilis em meio K. Na
fase exponencial do crescimento desta levedura verifica-se que todos o0s pontos
apresentam um bom ajuste a recta. O trago horizontal (y = constante) apresentado na
figura 3.24-1, representa o limite de linearidade determinado para a técnica de LSV, em
experiéncias de diluicdo, na sec¢do 1.2.1 deste capitulo. Na figura 3.24-1 quatro pontos
foram medidos acima do limite de linearidade estimado.

Na figura 3.24-11 observa-se que 0s desvios a recta y = x sdo verificados para
valores de absorvancia normalizada na ordem de 5,1, correspondente a uma absorvancia
de 1,7 em culturas de Saccharomyces cerevisiae. Os pontos representados, relativamente
a culturas de células da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio K encontram-se
todos, com excepcao do ultimo, abaixo do limite de linearidade. O valor considerado de
limite de linearidade foi o obtido em suspensdes de células de Candida utilis em meio K,
uma vez que na gama de absorvancia estudada em suspensdes de células de

Saccharomyces cerevisiae em meio K ndo foi possivel determinar este valor.
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Tabela 3.18 — Absorvancia normalizada (Ay), intensidade de corrente limite normalizada (I, ) obtida com o
microeléctrodo de 50 um de didmetro em culturas de células de Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae em meio K. Os valores experimentais encontram-se na tabela 3.17.
Os valores a sombreado foram os utilizados na normalizagéo.

Candida utilis Saccharomyces cerevisiae
AN ILN AN ILN
0,000 0+0 0,000 0+0
0,175 n.d 0,198 n.d
0,261 n.d 0,279 n.d
0,371 0,35+ 0,04 0,454 0,50 + 0,05
0,663 0,70 +£0,01 0,677 0,77 £0,02
1,000 1,00 + 0,02 1,000 1,00 + 0,06
(A =0,523) (-1.=122,18 nA) (A =0,328) (-1.=77,37 nA)
1,296 1,56 + 0,02 1,430 1,7+£0,2
2,334 2,37+ 0,04 1,947 2,4+0,2
3,603 3,32+0,02 3,607 4,1+0,.2
4,732 4,66+ 0,03 5,142 52+0,2
6,632 5,63 + 0,05 5,905 48+0,2
7,010 6,05+ 0,03 6,236 56+0,1
7,205 6,36 + 0,07 6,766 56+0,2
6,584 57+04
6,766 6,2+0,3

n.d — ndo detectado

A relagcdo entre o sinal voltamétrico e a concentracdo do ido hidrogénio foi
analisada a partir do grafico em que se representa a intensidade de corrente limite
normalizada em fun¢do da concentracdo do ido hidrogénio normalizada (figura 3.25). Os
resultados experimentais foram obtidos em culturas de células de Candida utilis e
Saccharomyces cerevisisae em meio K com o microeléctrodo de 50 um e estdo
apresentados na tabela 3.17. Na tabela 3.20 estdo apresentados 0s pontos representados na
figura 3.25.
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Figura 3.25 — Intensidade de corrente limite normalizada em fungio da concentragdo de H* normalizada. Os
resultados foram obtidos com o microeléctrodo de 50 um de diametro em culturas de: | -
Candida utilis e 11 — Saccharomyces cerevisiae em meio K (os valores estdo apresentados na
tabela 3.17). Na regido a sombreado estdo representados os valores obtidos na zona de
crescimento exponencial da cultura. A recta tracada, y = X, traduz a equivaléncia das
grandezas representadas

Na figura 3.25-1, relativa a uma cultura de Candida utilis, observa um bom ajuste
entre as grandezas representadas para valores de intensidade de corrente limite
normalizados abaixo do limite de linearidade. Acima deste valor observa-se um desvio a
recta representada. No caso da cultura de Saccharomyces cerevisiae apenas um ponto se
encontra acima do limite linearidade. No entanto verifica-se um afastamento a recta que é
traduzido por um aumento mais rapido da intensidade de corrente, relativamente a medida

potenciométrica.
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Tabela 3.19 — Concentragdo de H" normalizada e intensidade de corrente limite normalizada. Os pontos
experimentais foram obtidos em culturas de células da levedura Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae em meio K (apresentados na tabela 3.17).

Candida utilis Saccharomyces cerevisiae
[H] n In [H] Y
0,079 0+0 0,050 00
0,120 n.d 0,093 n.d
0,170 n.d 0,132 n.d
0,339 0,35+0,04 0,257 0,29+ 0,03
0,631 0,70+ 0,01 0,399 0,451 + 0,009
1,000 1,00 + 0,02 0,632 0,58 + 0,04
[H']=0,0012 -IL =122,18 nA 1,000 1,0+0,1
1,585 1,56 + 0,02 [H1=0,0019  -1.=132,57nA
2,399 2,37+ 0,04 1,587 1,4+0,1
3,631 3,32+ 0,02 2,140 24+0,1
5,248 4,66 + 0,03 2,515 30+0,1
6,457 5,63+ 0,05 2,695 28+0,1
6,761 6,05 £ 0,03 2,695 3,29 £0,08
6,761 6,36 £ 0,07 2,757 33+0,1
2,695 33+0,2
2,7573 36+0,2

n.d - ndo detectado

Para se relacionar a concentracdo do ido hidrogénio e a medida de absorvancia nas
culturas de células foram efectuados graficos nos quais se representaram as duas medidas
normalizadas. Os valores de concentracdo do ido hidrogénio e de absorvancia obtidos nas
culturas de ambas as leveduras em meio K foram normalizados para um dos pontos
experimentais. Na figura 3.26 representa-se a concentragdo de H* normalizada em fungéo
da absorvancia normalizada, os valores utilizados para esta representacdo encontram-se
na tabela 3.20.
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Figura 3.26 — Concentracdo de H* normalizada em funcio da absorvéancia normalizada. Os resultados foram
obtidos em culturas de leveduras de: | — Candida utilis e Il — Saccharomyces cerevisiae em
meio K (os valores estdo apresentados na tabela 3.19). Na regido a sombreado estdo
representados os valores obtidos na zona de crescimento exponencial da cultura. A recta
tracada, y = X, traduz a equivaléncia das grandezas representadas.

Na figura 3.26-1 verifica-se uns pequenos desvios a recta y = x a partir de valores
de absorvancia normalizada 4,732, o que corresponde a um valor de absorvancia 2,475
obtido em culturas de Candida utilis em meio K.

Em culturas de Saccharomyces cerevisiae (figura 3.26-11) os desvios a recta séo
verificados para valores de absorvancia normalizada superiores a 3,607 (A = 1,183).

Nesta representacdo, os desvios a recta sdo verificados para valores mais baixos do
que na representacdo da intensidade de corrente limite normalizada em funcdo da
absorvancia normalizada para culturas de Candida utilis. Este desvio significativo, sugere
que o crescimento desta espécie, acompanhado por acidificagdo do meio, ndo pode ser
avaliado por potenciometria, para valores de absorvancia normalizada superior a quatro
valores.

Na figura 3.26 pode-se ainda observar uma equivaléncia mais evidente entre a
concentracdo do ido hidrogénio e a absorvancia na avaliagdo do crescimento de Candida
utilis em meio K (figura 3.26-1) do que em culturas de Saccharomyces cerevisiae neste
meio de cultura.
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Tabela 3.20 — Concentracdo de H™ normalizada e absorvéancia normalizada. Os pontos experimentais foram
obtidos em culturas de células da levedura Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em
meio K (valores apresentados na tabela 3.17).

Candida utilis Saccharomyces cerevisiae
[H']n An [Hn An
0,079 0,000 0,080 0,000
0,120 0,175 0,149 0,198
0,170 0,261 0,210 0,279
0,339 0,371 0,409 0,454
0,631 0,663 0,634 0,677
1,000 1,000 1,000 1,000

([H"] = 0,0012 M) (A =0,523) ([H1=0,0012M) (A=0,328)

1,585 1,296 1,592 1,430
2,399 2,334 2,522 1,947
3,631 3,603 3,403 3,607
5,248 4,732 3,998 5,142
6,457 6,632 4,284 5,905
6,761 7,010 4,284 6,236
6,761 7,205 4,383 6,766

4,284 6,584

4,383 6,766

Como se pode observar anteriormente as curvas de crescimento obtidas, por
voltametria, das duas leveduras neste meio sdo semelhantes as obtidas por tubidimetria,
observando-se apenas um pequeno desvio nas Gltimas horas de crescimento na espécie
Saccharomyces cerevisiae. A determinacdo da taxa especifica de crescimento pode ser
feita a partir do declive da recta que relaciona a logaritmo da absorvancia, em funcéo do
tempo na fase exponencial de crescimento. Uma representacdo analoga utilizando as
intensidades de corrente de pico/limite obtidas através dos métodos voltamétricos devera
conduzir a resultados semelhantes. Estes valores foram determinados utilizando os
resultados obtidos com os microeléctrodos de didmetros diferentes, através duas técnicas
voltamétricas, para além dos relativos a turbidimetria.

A representagdo semi-logaritmica da absorvancia em funcdo do tempo para a
Candida utilis esta apresentada na figura 3.27-1, assim como a varia¢do semi-logaritmica
da intensidade de corrente obtida por SWV em funcdo do tempo de crescimento. Os

valores estdo apresentados na tabela 3.21.
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Tabela 3.21 — Valores do logaritimo da absorvéncia (In A) e da intensidade de corrente de pico (In (-I,)) e
tempo de crescimento (t) em culturas de Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio
K.

Candida utilis Saccharomyces cerevisiae
t InA In (-1,/ nA) t In A In (-1,/ nA)
h

n.d
n.d
n.d
nd
1,9+0,2*
1,9+0,3*

n.d

4,37+0,07

10,41 0,715 4,04 £0,09
11,58 0,780 4,02 £0,03
12,67 0,780 4,04 £0,08
13,67 0,780 4,04 £0,09

46+01
11,33 1,251 4,74 £ 0,06
12,33 1,416 48+0,1

13,17 1,437 4,60 £ 0,08
13,83 1,436 4,84 £0,07

n.d — ndo detectado

* —inferiorao l.d.q

A zona sombreada na tabela 3.21 representa a fase exponencial do crescimento de
cada uma das leveduras obtidas por turbidimetria e voltametria de onda quadrada. Para
cada levedura verifica-se que a fase exponencial é coincidente, em ambas as técnicas,
para 0s pontos correspondentes a valores de intensidade de corrente superiores ao limite

de quantificacdo e inferiores ao limite de linearidade.
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Figura 3.27 — Representacdo semi-logaritima dos valores de absorvancia (®) e de intensidade de corrente de
pico (M) obtida com o microeléctrodo de 25 um em fungdo do tempo de crescimento,
relativos a culturas de: | — Candida utilis e I — Saccharomyces cerevisiae em meio K.

Os valores utilizados para a representacao grafica da figura 3.27 apresentam-se na
tabela 3.21. Na figura 3.27-1, verifica-se que a relacdo entre 0 In A e 0 tempo é uma
dependéncia linear em todo o intervalo de tempo considerado, isto €, na fase exponencial
do crescimento da Candida utilis. Na representacdo de In (-1,) versus tempo, observa-se
também um bom ajuste dos pontos experimentais as rectas de regressdo. A equacgdo de
cada recta esta apresentada na tabela 3.22, assim como os respectivos coeficientes de
correlacéo.

O crescimento da Candida utilis em meio K avaliado com os microeléctrodos de
25 50 um permitiu estimar as taxas de crescimento da levedura. A partir da tabela 3.22,
pode-se atestar que o valor da taxa especifica de crescimento da Candida utilis,
determinado por SWV é independente do tamanho do eléctrodo utilizado e semelhante ao

obtido por turbidimentria.
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Tabela 3.22 - Valores da ordenada na origem (a), do declive (b) e coeficiente de correlacdo da
representacdo semi-logaritmica das intensidades de corrente de pico (SWV) e limite (LSV)
e da absorvancia em funcdo do tempo em culturas da levedura Candida utilis em meio K
determinados a partir das representacfes apresentadas na figura 3.27-1.

Técnica aztts, b tts, r n
(h™)

(¢ =25 um) 1,3+0,3 0,36 + 0,04 0,99 9

— SWv
%' (¢ =50 um) 22104 0,37 £0,05 0,98 9
- A -2,55+ 0,09 0,36 + 0,02 0,997 16
@=25um) 24402 037+003 0,998 7

N LSV
%' (¢ =50 pum) 30+0,3 0,39 £ 0,05 0,995 7
- A -24+0,1 0,39 +0,02 0,998 9

Pode-se assim concluir que a taxa especifica de crescimento desta levedura em
meio K, pode ser determinada por ambas as técnicas voltamétricas sendo os valores
obtidos independentes do tamanho de eléctrodo e comparadveis as obtidas por
turbidimetria tanto em valor numeérico como em precis&o.

Na figura 3.27-11 encontram-se os valores da absorvancia e intensidade de corrente
de pico em funcdo do tempo, numa representacdo semi-logaritmica na fase exponencial
da Saccharomyces cerevisiae em meio K. Os valores experimentais estdo apresentados na
tabela 3.21. Verifica-se que os pontos experimentais relativos a In(-1p) e a In A, se
distribuem linearmente em funcdo do tempo. O declive das rectas representadas € uma
medida da taxa de crescimento. Representacdes idénticas sdo obtidas com os valores de
intensidade de corrente limite obtidos com os dois microeléctrodos em LSV.

Tabela 3.23 — Valores da ordenada na origem (a), do declive (b) e coeficiente de correlacdo da
representacdo semi-logaritmica das intensidades de corrente de pico (SWV) e limite (LSV)

e da absorvancia em funcdo do tempo em culturas da levedura Saccharomyces cerevisiae
em meio K determinados a partir das representacGes apresentados na figura 3.27-11.

Técnica aztts, b+ tsy r n

(h
SWV  (¢=25pm) 1,3+0,2 0,38+ 0,04 0,993 8
(¢ =50 um) 1,9+04 0,44 + 0,06 0,99 8
(¢ =25 um) 2,3+0,2 0,37+ 0,04 0,996 7
sV (¢ =50 um) 3,0£0,2 0,38+ 0,04 0,996 7
A -2,70 £ 0,09 0,39 +0,02 0,999 9
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As taxas de crescimento estimadas atraves das duas técnicas voltameétricas, com 0s
dois microeléctrodos sd@o semelhantes a obtida por turbidimetria conforme se pode
verificar pelos valores na tabela 3.23.

E de referir que os resultados obtidos por LSV apresentam uma melhor correlagio
do que os relativos a voltametria de onda quadrada.

2.2. Meio contendo etanol 0,526

Os voltamogramas apresentados na figura 3.28 foram obtidos por voltametria de
onda quadrada em culturas de células da levedura Candida utilis, em meio contendo
etanol, ao longo do tempo. Nestas culturas foi possivel observar-se o aparecimento de um
sinal a um potencial de pico aproximadamente igual a -470 mV (versus ECS) que
aumentou com o tempo. Nas mesmas amostras foram efectuadas medidas de absorvancia,
que apresentam uma variacdo semelhante ao longo do tempo, como se pode verificar
pelos valores apresentados na tabela 3.24. A intensidade de corrente foi apenas
mensuravel para valores de absorvancia igual ou superiores a 0,119. O pH da cultura
sofreu um decréscimo ao longo do tempo de crescimento da levedura Candida utilis em

meio contendo etanol.

-165

-110
1/ nA

O .
-0,2 -0,4 -0,6 -0,8
E (vs ECS)/V

Figura 3.28 — Voltamogramas obtidos por voltametria de onda quadrada com o microeléctrodo de 50 um de
didmetro no crescimento de Candida utilis em meio etanol 0,5% a diferentes tempos: a) 0,00;
b) 5,08; c) 9,08; d) 10,08; d) 11,08 e f) 13,00 horas.
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Tabela 3.24 ~Tempo de crescimento (t), absorvancia (A), pH e intensidade de corrente de pico média (I,)
obtida com o microeléctrodo de 50 pum relativa a um ndmero de réplicas (n) em culturas de
celulas de Candida utilis em meio contendo etanol 0,5%.

t A pH -1, n

(h) (nA)
0,00 0,076 3,86 n.d
1,17 0,119 3,74 29+04 3
217 0,143 3,62 33407 5
3,00 0,194 3,50 6+1 5
4,08 0,284 3,34 1742 3
508 0,367 3,25 31+4 4
6,08 0,420 3,17 31+2 4
7,08 0,523 3,09 48+4 6
8,08 0,620 3,02 60 + 4 6
9,08 0,806 2,96 64+5 5
10,08 1,003 2,89 93 + 4 4
11,08 1,146 2,83 107 +9 4
12,00 1,338 2,78 118+ 8 5
13,00 1,505 2,71 137+ 9 6

n.d — ndo detectado

Na curva de crescimento obtida pela representacdo grafica da absorvancia em
funcdo do tempo (figura 3.29-1) pode-se definir a fase exponencial, a sombreado, a qual
correspondem 0s pontos experimentais obtidos no intervalo de tempo de 1,16 a 10,08
horas.

A curva de crescimento obtida por voltametria de onda quadrada com o
microeléctrodo de 50 um apresenta uma forma muito semelhante a definida a partir das
medidas de absorvancia (figura 3.29-11). A fase exponencial é verificada um pouco mais
tarde que na curva de crescimento através de turbidimetria, estando definida no intervalo

de tempo de crescimento de 4,08 a 11,08 horas.
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Figura 3.29 — Curvas de crescimento da levedura Candida utilis, em meio contendo etanol, obtidas por
turbidimetria (1) e voltametria de onda quadrada SWV com o microeléctrodo de 50 um (1)
de diametro. O intervalo a sombreado corresponde a regido de crescimento exponencial.

Este estudo da levedura Candida utilis, em meio contendo etanol mostrou que as
técnicas voltamétricas podem ser aplicadas na avaliacdo do crescimento microbiano no
meio de cultura com etanol.

O estudo da equivaléncia dos resultados obtidos pelas técnicas voltamétrica e
turbidimétrica foi efectuado com base na representacao grafica da intensidade de corrente
de pico, obtida por SWV, normalizada em funcéo da absorvancia normalizada. Os valores
de intensidade de corrente e de absorvancia obtidos ao longo do tempo de crescimento
foram normalizados para um dos pontos experimentais. Estes valores distribuem-se ao
longo da recta y = X, como se pode observar na figura 3.30-1. Na tabela 3.25 estéo
apresentados os valores utilizados para a representacdo gréafica da figura 3.30-I.

Com o mesmo tipo de representacdo também se estudou a equivaléncia entre as
medidas por turbidimetria e a concentragdo de H* nas culturas de células. Na figura 3.30-
Il apresenta-se a absorvancia normalizada em funcdo da concentracdo do ido hidrogénio
normalizada. Os valores de absorvéncia e concentragdo do ido hidrogénio foram
normalizados para um dos pontos experimentais, os valores representados encontram-se
na tabela 3.25.
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Tabela 3.25 — Absorvancia normalizada (Ay), intensidade de corrente pico normalizada (lyn) obtida com o
microeléctrodo de 50 um, concentracdo do i&o hidrogénio normalizada ([H']) em culturas de
células de Candida utilis em meio contendo etanol. Os valores experimentais encontram-se

tabela 3.24.

An IpN Ax [H+] N
0,000 0+0 0,000 0,108
0,122 n.d 0,145 0,167
0,192 0,049 + 0,006 0,228 0,220
0,230 0,06 +0,01 0,273 0,292
0,313 0,10+ 0,02 0,371 0,386
0,458 0,29+ 0,03 0,543 0,557
0,591 0,51+ 0,06 0,701 0,687
0,678 0,53+ 0,04 0,804 0,818
0,843 0,81+ 0,06 1,000 1,000
1,000 1,00 + 0,08 (A =0,528) ([H] = 0,0008 M)

(A =0,620) (-1, =59,55 nA) 1,186 1,164
1,300 1,08 + 0,08 1,541 1,327
1,619 1,57 £0,07 1,919 1,556
1,849 1,8+0,1 2,192 1,762
2,159 20+0,1 2,559 2,013
2,429 2,3+0,1 2,879 2,349

Figura 3.30 — Intensidade de corrente pico normalizada em fungdo da absorvancia normalizada (I).
Concentragdo de H" normalizada em fungéo da absorvancia normalizada (l1). Os resultados
voltamétricos foram obtidos com o microeléctrodo de 50 um de diametro, em culturas de
leveduras de Candida utilis em meio contendo etanol. Na zona a sombreado estdo
representados os valores obtidos na zona de crescimento exponencial da cultura. A recta
tracada, y = X, traduz a equivaléncia das grandezas representadas.
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Os desvios a recta y = x sé@o verificados nos quatro primeiros pontos representados
na figura 3.30-1. Todos estes pontos se encontram abaixo do valor do limite de
quantificacdo calculado em 1.2.2 (I.d.q = 25,6 nA) com o microeléctrodo de 50 um por
SWV. Os pontos obtidos na fase exponencial apresentam poucos desvios a recta 'y = X, 0
que traduz a equivaléncia entre as duas técnicas na avaliagdo do crescimento nesta fase.

Na representacdo grafica da concentracdo do ido hidrogénio normalizada em
funcdo da absorvancia normalizada, figura 3.30-11, os desvios a recta y = x sdo verificados
para valores de absorvancia normalizados superiores a 1,186 (A = 0,626), incluidos na
zona de crescimento exponencial. Assim, podera concluir-se que as medidas de pH nao
sdo equivalentes as de absorvancia.

A comparacdo entre a intensidade de corrente de pico normalizada em funcéo da
concentracdo do ido hidrogénio normalizada pode ser efectuada a partir da figura 3.31. Os
quatro primeiros pontos que correspondem a valores de intensidade de corrente de pico
inferiores ao valor do limite de quantificagdo apresentam desvios a recta y = X. Para
valores de concentracdo normalizada do 180 hidrogénio superiores a 1,141,
(correspondente a concentracdo do ido hidrogénio de 1,09 mM) observa-se um desvio

constante a recta que traduz a equivaléncia dos métodos.

'IpN

[HT~

Figura 3.31 — Intensidade de corrente pico normalizada em funcdo da concentragdo de H+ normalizada. Os
resultados foram obtidos com o microeléctrodo de 50 um de didmetro em culturas de
leveduras de Candida utilis em meio contendo etanol (valores apresentados na tabela 3.24 e
foram normalizados para o ponto (0,00095 M, 59,55 nA). Na zona a sombreado estéo
representados os valores obtidos na zona de crescimento exponencial da cultura. A recta
tracada, y = x, traduz a equivaléncia das grandezas representadas.
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Para a determinacdo das taxas especificas de crescimento da levedura Candida
utilis em meio contendo etanol, efectuou-se uma representacdo semi-logaritmica das
medidas de absorvancia e da intensidade de corrente de pico em funcdo do tempo de
crescimento (figura 3.32). Os valores representados foram obtidos na fase exponencial do

crescimento das culturas e encontram-se apresentados na tabela 3.26 a sombreado.

InA In (-lp/ nA)

2
0 3,5 7 10,5 14
t/h

Figura 3.32 — Representacdo semi-logaritmica da absorvancia e a intensidade de corrente de pico, obtida
com o microeléctrodo de 50 um de didmetro por SWV, em culturas de células de Candida
utilis em meio contendo etanol em funcdo do tempo, na fase exponencial do crescimento.

Como se pode verificar pela figura 3.32, assim como pelos valores dos
coeficientes de correlacdo (tabela 3.27) existe uma boa correlacdo entre as medidas
turbidimétrica e voltamétrica com o tempo de crescimento na fase exponencial do
crescimento da Candida utilis em meio contendo etanol. Os valores dos declives a partir
dos quais se estima a taxa especifica de crescimento, obtidos para as rectas apresentadas
na figura 3.32 sdo semelhantes. Como foi verificado na figura 3.29 a fase exponencial
definida por voltametria de onda quadrada corresponde aos pontos experimentais que se

encontram acima do limite de quantificacdo desta técnica.
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Tabela 3.26 — Valores dos logaritimos da absorvancia (In A) e da intensidade de corrente de pico (In(-1,) )
para diferentes tempos de crescimento (t) em culturas de células de Candida utilis em meio
etanol 0,5%.

t InA In (-1,/ nA)
(h)
0,00 -2,580 nd

1,2+0,2*
1,8+0,2*

12,00 0,291 4,77+ 0,07
13,00 0,409 4,92 £ 0,06

n.d — ndo detectado
* —inferior ao l.d.q

Tabela 3.27 — Valores da ordenada na origem (a), do declive (b) e coeficiente de correlagdo determinados
por SWV com o microeléctrodo de 50 um de diametro e turbidimetria em culturas da
levedura Candida utilis em meio contendo etanol e determinados a partir da representacao

na figura 3.32.
Teécnica aztts, b+ ts, r n
(h
SWv 2,0+ 0,4 0,25 + 0,05 0,98 8
A -23+0,1 0,23+ 0,02 0,994 11
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2.3. Meio contendo acido lactico 0,5%0

O comportamento voltamétrico de suspensdes preparadas a partir de culturas de
células de levedura Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio contendo acido
lactico é diferente do verificado em culturas de células destas especies no meio K ou
contendo etanol, conforme se verificou na seccdo 1.2.3 deste capitulo.

Nos voltamogramas da figura 3.33, obtidos por SWV em culturas de células da
levedura Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio contendo acido lactico
observa-se, ao longo do tempo a diminuigéo do sinal a um potencial de pico ~ -520 mV.
Este pico ocorre a um potencial de pico mais negativo que os sinais observados nas
culturas de ambas as espécies em meio K e meio contendo etanol. A resolucdo do sinal é

pior do que a verificada nos voltamogramas obtidos nas culturas nos meio K e contendo

etanol.
-150 T -150
I
-100— - -100
1/nA
-0 ] -50
0 1 0
-0,4 -0,6 -0,8 -0,4 -0,6 0,8
E (vs ECS)/ V E (vs ECS) / V

Figura 3.33 — Voltamogramas obtidos por voltametria de onda quadrada com o microeléctrodo de 50 um de
didmetro no crescimento em meio lactico 0,5% obtidas ao longo do tempo de Candida utilis
(I) a diferentes tempos de crescimento: a) 0,00; b) 0,75; c¢) 3,67; d) 11,00 e e) 12,67 h; de
Saccharomyces cerevisiae (I1): a) 0,00; b) 2,83; ¢) 23,83; d) 29,58 e €) 33,00 h.

A intensidade de corrente de pico apresentou um valor méximo no meio de
cultura. Este sinal deixa de ser mensuravel quando ainda se verificam variagdes muito
acentuadas de absorvancia. Este facto relaciona-se com o elevado limite de quantificacéo
determinado para o acido lactico neste meio que corresponde a 0,013 M de acido lactico
(seccdo 1.2.3 deste capitulo). Em ambas as culturas o ultimo valor de I, medido encontra-

se abaixo do limite de quantificacdo e ndo tém portanto significado analitico.
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As medidas turbidimétricas apresentam um aumento ao longo do tempo, tal como

os valores de pH, nas culturas das duas espécies de leveduras (tabela 3.28).

Tabela 3.28 — Tempo de crescimento (t), absorvancia (A), pH e variacdo da intensidade de corrente de pico
média (Al,) para um nimero de réplicas (n) em culturas de células de Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae em meio com acido lactico 0,5%.

Candida utilis Saccharomyces cerevisiae
t A 1, Al, n  pH t A -y Al, n  pH
(h) (nA)  (nA) (h) (nA)  (nA)
0,000 83+4 0 5 4,13 0,000 65+4 0 5 4,12
0,00 0013 77+3 6+1 7 4,12 0,00 0,018 54+3 11+5 4 4,00
075 0013 73+2 10+4 6 411 100 0022 55+4 10+6 5 4,00
1,25 0018 76+4 745 5 411 1,83 0,022 57+5 8x4 4 4,12
208 0018 68+3 15+4 6 411 283 0022 54+5 11+4 5 412
2,92 0022 69+2 14+4 7 4,09 20,83 0,108 60+2 5+1 5 4,18
367 0027 60+3 23+5 6 411 2233 0,125 50+4 15+5 4 416
433 0,032 61+2 22+4 7 411 2383 0,161 47+4 18+5 7 419
5,00 0036 65+3 18+5 5 4,12 24,75 0174 46+3 19+5 6 4,24
575 0041 68+2 15+4 6 413 2583 0,201 38+5 27+6 5 426
6,58 0051 62+£3 21+3 5 4,13 26,83 0215 38+3 275 4 4,23
725 0071 58+4 25+5 7 414 2833 0,260 4146 24+7 5 4,27
8,00 0,092 57+3 26+5 4 4,16 2958 0301 22+4 43+6 7 4,31
875 0125 51+3 32+5 4 418 30,83 0,347 18+2 47+5 7 435
9,33 0,168 51+2 32+4 7 4,20 32,00 0409 16+3 49+5 7 4,44
10,17 0,215 48+3 35+5 5 4,24 33,00 0444 10+2 55+5 5 4,54
1100 0276 36+4 47+5 S 431

12,00 0,387 20+2 63+4 7 4,45
1267 0444 8+1 75+4 6 4,58

As curvas de crescimento definidas a partir das medidas de absorvancia de
Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio contendo &cido lactico estdo
apresentadas na figura 3.34. Na figura 3.34-1 a fase exponencial, assinalada a sombreado,
do crescimento de Candida utilis, compreende os valores de absorvancia obtidos no
intervalo entre 2,08 e 12,67 horas. A correspondente curva para a levedura

Saccharomyces cerevisiae esta apresentada na figura 3.34-11.
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Figura 3.34 — Curvas de crescimento obtidas por turbidimetria em culturas de células de Candida utilis (1) e
Saccharomyces cerevisiae (II) em meio contendo acido lactico 0,5%. O intervalo a
sombreado corresponde a regido do crescimento exponencial.

A representacao grafica da intensidade de corrente de pico em funcéo do tempo de
crescimento de ambas as leveduras esta apresentada na figura 3.35. Os valores de
intensidade de corrente correspondentes estdo apresentados na tabela 3.28. Observa-se
que as intensidades de corrente de pico diminuem com o tempo de crescimento devido ao

consumo do acido lactico pelas leveduras.

8 80
-é T T | | |

o
60 ﬁi
-/ nA
a0l a1 T 140

20+ a 1 r % 20
| - I ®
0 1 1 | I 1 0
0 5 10 15 0 10 20 30 40
t/h t/h

Figura 3.35 — Variagéo da intensidade de corrente de pico, obtida com o microeléctrodo de 50 um, em
funcdo do tempo de crescimento de culturas de células de Candida utilis (I) e
Saccharomyces cerevisiae (I11) em meio contendo acido lactico 0,5%. O intervalo a
sombreado corresponde a regido do crescimento exponencial.
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As curvas de crescimento definidas por medidas voltamétricas revelam uma pior
definicdo que as analogas obtidas por medi¢Ges de absorvancia. Esta ma definicdo esta
associada a dispersdo observada em cada medida assim como oscila¢es observadas em
medidas consecutivas. A origem desta dispersdo s6 poderd ser identificada com a
realizagdo de mais ensaios neste.

Com a finalidade de comparar as curvas de crescimento obtidas por voltametria e
turbidimetria das culturas de células, a cada intensidade de corrente foi subtraido o valor
medido no meio. Assim, foi definida uma curva de crescimento correspondente a variagcdo
da intensidade de corrente de pico (l,-1,0) denominada por Al em fungéo do tempo (figura
3.36).

Os resultados apresentados indicam no entanto que a diminuicao da intensidade de
corrente de reducdo do acido lactico ocorre paralelamente ao aumento de absorvancia,
estando deste modo Al directamente relacionado com o aumento de biomassa celular.

A definicdo da fase exponencial através de ambos 0s métodos ndo é exactamente a
mesma, mais precisamente no que se refere ao seu inicio. Este facto pode estar associado
a falta de reprodutibilidade referida dos sinais electroquimicos neste meio.

Na regido de crescimento exponencial, ver figura 3.36, a variacdo dos valores de
Al segue uma variacdo mondtona dentro da incerteza associada a cada ponto. Assim, a
analise destes valores podera ser utilizada na determinacdo da taxa especifica de

crescimento.

80 T T

Al/nA *
40

i — 140

0 | | ﬁ | # | 0
0 5 10 15 0 10 20 30 40

t/h t/h

Figura 3.36 — Curvas de crescimento obtidas por SWV de culturas de células de Candida utilis (I) e
Saccharomyces cerevisiae (II) em meio contendo acido lactico 0,5%. O intervalo a
sombreado corresponde a regido do crescimento exponencial.
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Na figura 3.37 representam-se os graficos relativos a analise semi-logaritmica da

absorvéancia e intensidade de corrente em funcdo do tempo.

6 L L T ) 4 I 1 1
4 8 12 20 24 28 32 36

t/h t/h

Figura 3.37 — Representacao semi-logaritima das medidas de absorvancia (®) e da variagdo da intensidade
de corrente obtida por SWV (M) com o microeléctrodo de 50 um de diametro em funcédo do
tempo em culturas de Candida utilis (I) e Saccharomyces Cerevisiae (II) em meio com &cido
lactico 0,5%.

Os valores utilizados nas representacfes da figura 3.37 encontram-se assinalados a
sombreado na tabela 3.29.

As taxas de crescimento determinadas em culturas de Candida utilis dependem do
método considerado, como se pode verificar através dos resultados apresentados na tabela
3.30. No entanto, é de referir que os valores obtidos sdo independentes da dimensdo do
microeléctrodo.

Na tabela 3.31 estdo apresentadas as taxas de crescimento determinadas por
turbidimetria e voltametria em culturas de Saccharomyces cerevisiae, podendo-se
verificar que estes valores sdo independentes da técnica e do microeléctrodo utilizado.

Neste meio de cultura os coeficientes de correlacdo obtidos para os graficos semi-
logaritmicos da intensidade de corrente e da absorvancia em funcéo do tempo néo séo téo
elevados como os que se obtiveram em meio K, traduzindo a falta de reprodutibilidade

observada nas experiéncias efectuadas.
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Tabela 3.29 — Valores dos logaritimos da absorvancia (In A) e da intensidade de corrente de pico (In Al)
para diferentes tempos de crescimento (t) em culturas de células de Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae em meio lactico.

Candida utilis Saccharomyces Cerevisiae
t InA In (Al /nA) t InA In (Al /nA)
(h) (h)
0,00 -4,325 1,7+0,8 0,00 -4,033 2,3+05
0,75 -4,325 22+04 1,00 -3,804 22+0,6
1,25 -4,033 1,9+08 1,83 -3,804 20+0,8

2,7+03
26+0,3
3,1+0,.2
31+01

2,83

-3,804

23106
16+09

Tabela 3.30 — Valores da ordenada na origem (a), do declive (b) e coeficiente de correlagdo (r) da
representacdo semi-logaritmica da intensidade de corrente de pico (SWV) e da absorvancia
em funcgéo do tempo em culturas da levedura Candida utilis em meio lactico, determinados
a partir da representacéo na figura 3.37-1.

Técnica atts, b+ ts, r n
(h™)
SWV  (¢=25pum) 1,2+0,3 0,24+ 0,03 0,99 11
(¢ =50 um) 1,5+0,3 0,21 +0,03 0,98 10
A -4,8+0,2 0,32 + 0,02 0,995 15
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Tabela 3.31 — Valores da ordenada na origem (a), do declive (b) e coeficiente de correlagdo (r) da
representacdo semi-logaritmica da intensidade de corrente de pico (SWV) e da absorvancia
em fungdo do tempo em culturas da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio l4ctico,
determinados a partir da representacéo na figura 3.37-11.

Técnica atts, b £ ts, r n
(h™)
SWV  (¢=25pum)  -03+05 0,11+ 0,02 0,97 11
(¢ =50 um) -0,1+0,8 0,13+0,03 0,96 10
A -4,7+0,1 0,117 £ 0,004 0,999 11
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3. Analise Cromatografica

3.1. Analise de nutrientes e possiveis
metabolitos celulares por HPL.C

As amostras de sobrenadante de culturas de células de Candida utilis e de
Saccharomyces cerevisiae crescidas em diferentes meios foram recolhidas ao longo do
tempo de crescimento de forma a ser posteriormente submetidas a uma analise
cromatografica, de modo a identificar e quantificar os compostos presentes nas culturas
de leveduras.

Foram analisados por HPLC alguns compostos descritos na literatura como
possiveis produtos consumidos/libertados pelas células e ainda os componentes dos meios
de cultura segundo o procedimento indicado na literatura [61] e descrito na seccdo 4.3 e
4.4 do capitulo 1. Os compostos seleccionados, assim como 0s seus tempos de retencao,
estdo apresentados na tabela 3.32. A arabinose foi escolhida como padrdo interno. Os
tempos de retencdo da glucose, da arabinose, do acido acético e do etanol sdo idénticos
aos descritos na literatura [61].

Como se verifica pela analise da tabela 3.32, o 4cido lactico apresenta dois picos,
com tempos de retencdo bastante proximos, sendo o segundo cerca de duas vezes e meia
maior que o primeiro. O &cido citrico e 0 &cido gluconico aparecem ao mesmo tempo de
retencdo, sendo muito proximo do tempo de retencdo da glucose. Relativamente ao pico
do &cido succinico este aparece no mesmo tempo de retencdo que o 2° pico do acido
lactico (t; = 15,46 minutos). Apenas dois dos constituintes do meio mineral, o

dihidrogenofosfato de potassio e sulfato de amoénio foram detectados.
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Tabela 3.32 -Valores de concentracéo, tempo de retencdo (t) de cada componente e razdo entre a area de
cada padréo e a do padrdo interno (Ay/A,).

Padrdes (g(/:L) (mtirn.) Al A,
Sulfato de aménio 2,706 + 0,007 7,20 0,385
Dihidrogenofosfato de potassio 2,704 +£ 0,007 9,29 0,310
Acido citrico 2,268 + 0,006 10,06 0,3650
Acido glucénico 2,055 + 0,005 10,07 0,3540
Glucose 9,93+0,01 11,10 1,906
Acido malico 2,237 + 0,006 12,30 0,3697
Arabinose 4,999 + 0,003 13,32 1,000
Acido lactico 2,42+ 0,02 14,46 0,1815
15,96 0,4714
Acido succinico 2,391 + 0,006 15,47 0,3480
Acido acético 2,100 + 0,002 18,94 0,2036
Etanol 1,580 + 0,001 24,68 0,1164
Cloreto de célcio 0,271+ 0,001 nd n.d
Sulfato de magnésio 0,122 +0,001 n.d n.d

n.d — ndo detectado

As substancias para as quais se efectuaram curvas de calibragdo foram: a glucose,
o acido lactico, o etanol, o &cido malico e o &cido acético.

A partir das curvas de calibracdo determinaram-se 0s parametros estatisticos:
limite de deteccdo, limite de quantificacdo, ordenada na origem, declive e coeficiente de
correlacdo, apresentados na tabela 3.33.

Os valores obtidos para os coeficientes de correlagdo das rectas de calibracéo,
apresentados na tabela 3.33 mostram que existe uma relacdo linear entre o sinal

cromatografico e a concentracao de cada padrdo na gama de concentracfes estudadas.
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Tabela 3.33 — Valores de ordenada na origem (a), declive (b), limite de deteccdo (l.d.d), limite de
quantificacdo (1.d.q) e coeficiente de correlagdo (r) para n =10, das rectas de calibracdo

obtidas por HPLC.

Padrdes Gama de

concentracles
(%)

Glucose 0,202 - 2,016

Acido lactico (1)

) 0,025 -0,500

Acido lactico (2)

Etanol

Acido malico 0,020 - 0,400

Acido acético

atts,
(10%)
145
02+1,1
06+0,9
05+0,6
242
-0,3+0,8

b+ tsp
(102%™
195+5
31+4
91+4

63+3
185+ 8
101+ 4

0,9994
0,99
0,999
0,998
0,998
0,999

l.dd
(%)
0,04
0,04
0,01
0,01
0,01
0,01

l.d.q
(%)
0,1

0,2

0,04
0,04
0,04
0,03

3.2. Determinacao de nutrientes e metabolitos
celulares nas culturas de leveduras

3.2.1. Meio K

As amostras de sobrenadante de culturas de células de Candida utilis cultivadas

em meio K recolhidas, ap6s tratamento prévio (Cap.ll, seccdo 4.3), foram submetidas a

analise cromatografica. No cromatograma, figura 3.38, obtido numa amostra de

sobrenadante, com absorvancia igual a 0,620, podem-se observar seis picos. A analise do

cromatograma permitiu identificar o sulfato de amonio, o dihidrogenofosfato de potéassio,

a glucose, a arabinose, 0 acido malico e o etanol. Os valores determinados da razé&o entre

a area de cada componente e a do padréo interno estdo apresentados na tabela 3.34, assim

como os valores da concentracdo de glucose, acido malico e etanol determinados por

interpolacdo nas rectas de calibragdo e atendendo a dilui¢do do sobrenadante com uma

solucéo de arabinose.
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Figura 3.38 — Cromatograma obtido no sobrenadante de uma cultura de células de Candida utilis em meio
K com uma absorvancia de 0,620: 1) sulfato de amdnio; 2) dihidrogenofosfato de potassio; 3)
glucose; 4) acido malico; 5) arabinose e 6) etanol.

Na tabela 3.34 verifica-se que o valor da razéo entre a area do dihidrogenofosfato
de potassio e a de padrdo interno obtido nas amostras de sobrenadantes mantém-se
aproximadamente constante ao longo do tempo. Esses valores sdo praticamente iguais aos
obtidos para este composto no meio de cultura. Para o sulfato de amdnio, os valores das
razdes ndo seguem uma variacdo sistematica ao longo do tempo, sendo muito diferentes
dos obtidos no meio. Este facto pode ser explicado pela existéncia de outro composto ao
mesmo tempo de retencdo do sulfato de amonio nas culturas de Candida utilis em meio
K.

Como se pode observar na tabela 3.34 a concentracdo de acido malico nas
amostras de sobrenadantes de Candida utilis em meio K ndo varia de forma sistematica
com o tempo de crescimento. Os valores de concentracdo do acido malico estdo proximos
do limite de quantificacdo determinado (0,04 %). A variagdo da quantidade de &cido
malico presente nas amostras de sobrenadante de Candida utilis ndo acompanha a
variacdo da intensidade de corrente de pico ou de absorvancia ao longo do crescimento da
levedura, de acordo com os valores da tabela 3.34. Na amostra recolhida a 13,83 horas o
pico correspondente a este composto néo aparece.

A concentragdo de etanol aumenta ao longo do crescimento da Candida utilis, o

que traduz a producéo deste composto como resultado da actividade celular.
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Tabela 3.34 — Medidas de absorvancia (A), de intensidade de corrente de pico (I,) e razdo entre a area de cada componente e a da arabinose (Ay/A,) em amostras de
sobrenadantes de culturas da levedura Candida utilis em meio K recolhidas em diferentes tempos de crescimento ().

A,/ A C/%
t A -lp plAa
(h) (nA) Sulfato de Dihidrogenofosfato Glucose Acido mélico Etanol Glucose  Acido malico  Etanol
amonio de potassio +0,04 +0,01 +0,01
Meio K 0,000 n.d 0,461 + 0,004 0,34 +0,01 1,83 +0,01 n.d n.d 1,89 n.d n.d
1,58 0,143 n.d 2,01 +0,08 0,34 +0,01 1,94 +£ 0,02 0,02 + 0,02 n.d 2,00 0,04 n.d
3,92 0,319 6+2 1,58 + 0,01 0,34 + 0,01 1,81+ 0,01 0,029 + 0,004 0,008 + 0,009 1,87 0,05 0,04
5,25 0,523 25+2 2,89+ 0,02 0,370 + 0,002 1,700+ 0,002 0,0333 £0,0004 0,014 + 0,006 1,76 0,05 0,06
5,83 0,620 26 £3 2,00+ 0,01 0,34 £0,02 1,67 +0,02 0,028 + 0,006 0,024 + 0,005 1,73 0,05 0,09
6,33 0,699 37+6 1,38+ 0,02 0,309 + 0,002 1,503 + 0,005 0,026 + 0,005 0,033 £ 0,006 1,56 0,05 0,12
8,67 1,936  79+6 2,04 +0,02 0,388 + 0,003 1,19+ 0,02 0,02 + 0,01 0,142 + 0,001 1,23 0,04 0,47
13,83* 4,202  127+8 | 1,47+0,01 0,257 + 0,003 n.d n.d 0,150 + 0,003 n.d nd 0,49
n.d — ndo detectado
* —ndo se encontra na fase exponencial do crescimento.
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Verifica-se ainda na tabela 3.34 que o consumo de glucose ao longo do
crescimento é assim comprovado pelos valores da concentracdo determinados nestas
amostras de sobrenadantes, assim como a libertacdo de acido malico e etanol nas culturas
de Candida utilis.

Na figura 3.39 esta representada a variagdo da concentracdo de glucose com a
absorvancia (3.39-1) e com os valores de intensidade de corrente de pico (3.39-11)
medidos em culturas de células de Candida utilis ao longo do tempo. A concentracdo de
glucose varia linearmente com a absorvancia (figura 3.39-1). Esta variagéo linear traduz
que o consumo de glucose é proporcional ao aumento da massa celular.

Na figura 3.39-11 verifica-se uma relacdo linear entre a concentracdo de glucose e
a intensidade de corrente de pico obtida nessas culturas. Como o sinal voltamétrico obtido
nas culturas de células de Candida utilis é devido a reducdo electroquimica de acidos
fracos comprova-se que a producdo destes &cidos pelas células se relaciona com o

consumo da glucose.

C

glucose

1%

L]
15 1.5 7
1 1 | 1 1
0 0,5 15 0 20 40 60 80
A -l / nA

Figura 3.39 — Variacdo da concentracdo da glucose com as medidas de absorvancia (1), e os valores de
intensidade de corrente de pico (microeléctrodo de 25 um) (II) obtidas em culturas de
células de Candida utilis em meio K.

As amostras de sobrenadantes de culturas de Saccharomyces cerevisiae em meio
K foram também analisadas. Os resultados sdo semelhantes aos obtidos em sobrenadantes
de Candida utilis. Nos cromatogramas obtidos foram identificadas as mesmas espécies.
Foi detectado um outro pico a um tempo de retencdo de 16,5 minutos, ndo identificado.

Os resultados verificados para os dois componentes do meio mineral detectados nos
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sobrenadantes de Saccharomyces cerevisiae foram iguais aos obtidos nos sobrenadantes
de Candida utilis. Os valores da razao da area de cada componente e o padrao interno em
diferentes tempos de crescimento apresentam-se na tabela 3.35, assim como as
concentragOes determinadas de cada um dos compostos identificados nestas amostras de
sobrenadantes.

Na tabela 3.35 verifica-se que quantidade de acido malico determinada nos
sobrenadantes da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio K é constante ao longo
crescimento. No intervalo de tempo de 1,42 a 4,17 horas o valor de concentracdo de &cido
malico determinado é inferior ao limite de quantificacdo (0,04 %) como se pode verificar
pelos valores apresentados na tabela 3.33. Verifica-se também que a quantidade de etanol
libertada no meio aumenta ao longo do crescimento com excepcao do valor medido a 4,83
horas.

A diminuicdo da concentracdo (tabela 3.35) traduz o consumo da glucose pela
levedura, tal como se verificou em culturas de Candida utilis. Na amostra correspondente
a um tempo de crescimento de 8,5 horas a concentracdo é inferior ao limite de

quantificacdo determinado a partir da recta de calibracdo (0,1 %).
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Tabela 3.35 — Medidas de absorvéancia (A), de intensidade de corrente de pico (I,) e razdo entre a area de cada componente e a area da arabinose em amostras de
sobrenadantes de culturas da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio K recolhidas em diferentes tempos de crescimento (t).

t
(h)
Meio K
1,42
2,83
4,17
4,83
5,42
8,50*

n.d — ndo detectado

A

0,000
0,180
0,301
0,469
0,569
0,678
1,936

-1,
(nA)

n.d
nd
25+3
65+4
85+2
99+7
254 +9

Glucose

1,83+0,01
1,728 + 0,006
1,591 + 0,003

1,39 +£0,02
1,254 + 0,006
1,069 + 0,001
0,042 £ 0,001

* — ndo se encontra na fase exponencial do crescimento.

Ayl A,
Acido malico
n.d
0,0138 + 0,0002
0,0122 + 0,0006
0,015 + 0,007
0,021+ 0,006
0,02 +£0,02
n.d

Etanol

n.d
0,030 + 0,003
0,0500 £ 0,0008
0,0760 £ 0,0004
0,0245 £ 0,0003
0,112 + 0,003
0,2885 £ 0,0002

Glucose
+0,04

1,89
1,79
1,65
1,44
1,30
1,11
0,06

Cl/%

Acido malico
+0,01

n.d
0,03
0,03
0,03
0,04
0,04

n.d

Etanol
+0,01

nd
0,11
0,17
0,26
0,09
0,37
0,93
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Na figura 3.40 estd representada a variacdo da concentracdo de glucose com a
absorvéancia e intensidade de corrente. A linearidade observada na figura 3.40-1 traduz a
relacdo entre o consumo da fonte de energia e carbono e o aumento da massa celular. O
consumo de glucose também varia linearmente com as medidas de intensidade de

corrente obtidas nas culturas de Saccharomyces cerevisiae.

2 T T T 2 T T
1
15 1,5F -
C 1%
glucose 1k 1 ]

0,5

100

200

300

A -1,/ nA

Figura 3.40 — Variacéo da concentragdo de glucose com as medidas de absorvancia (I), e com os valores de
intensidade de corrente de pico (microeléctrodo de 50 um) (1) obtidas em culturas de células
de Saccharomyces cerevisiae em meio K.

3.1.2. Meio contendo 0,5 % de etanol

A resposta electroquimica em culturas de Candida utilis em meio contendo etanol
é muito semelhante ao verificado em meio K, como se verificou na sec¢do 2.2 deste
capitulo. As amostras de sobrenadantes dessas culturas foram também submetidas a uma
analise cromatografica. Na figura 3.41 apresenta-se o cromatograma obtido numa amostra
de sobrenadante de uma cultura com um tempo de crescimento correspondente a 2,17
horas e uma absorvancia de 0,143. Neste cromatograma sao identificados o0s picos
correspondentes ao sulfato de aménio, dihidrogenofosfato de potassio, arabinose e etanol.

A quantidade de etanol nas amostras de culturas de Candida utilis diminui ao longo do
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tempo de crescimento, como se pode verificar pelos valores da concentragdo
determinados e apresentados na tabela 3.36. No entanto, esta tendéncia nédo é verificada
para um tempo correspondente a 12,08 horas, provavelmente devido a volatilidade deste
composto.

Nos cromatogramas apenas se identificaram os sinais correspondentes aos dois
constituintes do meio mineral (sulfato de amonio e dihidrogenofosfato de potassio), a

fonte de energia e carbono (etanol) e ao padréo interno (arabinose).

1
100 !
('i
|
1
l
if
50— 1
| I 3
[l
| i
|| il
[ I
| I
[ 2 |‘;
| |
A /|
H [ 4
i | \
0- '_..__.______.._._____._L,J__\_-,_i.l:.._ __.__/I . S — _._..___,___,_z./\\\__\
= DU B e e S ————
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Figura 3.41 — Cromatograma obtido no sobrenadante de Candida utilis em meio com 0,5 % etanol, com
valor de absorvancia igual a 0,143: 1) sulfato de amoénio; 2) dihidrogenofosfato de potéssio;

3) arabinose e 4) etanol.

Na figura 3.42 esta representada a variacdo da concentracdo de etanol com a
absorvéancia e a intensidade de corrente. A linearidade observada na figura 3.42-1 traduz a
relagéo entre o consumo da fonte de energia e carbono e o aumento da massa celular. O

consumo do etanol também varia linearmente com as medidas de intensidade de corrente

obtidas nas culturas de Candida utilis.
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Tabela 3.36 — Medidas de absorvancia (A), de intensidade de corrente de pico (l,), razéo entre a area de
etanol e de padrdo interno (Aeano / As) € concentracdo de etanol determinada a partir da recta
de calibracdo (C) em amostras de sobrenadantes de culturas da levedura Candida utilis em
meio contendo etanol recolhidas em diferentes tempos de crescimento (t).

t A -Ip Ayl A, C+0,01

(h) (nA) (%)

Meio com etanol 0,000 nd 02+0 0,65
2,17 0,143 14+05 0,16 £ 0,01 0,52

6,08 0,420 79+08 0,151 + 0,005 0,50

7,08 0,523 9+2 0,143 £ 0,001 0,47

8,08 0,620 17+1 0,118 + 0,002 0,39
11,08 1,146 33+3 0,1141 + 0,0007 0,38
12,08 1,338 41+3 0,12+0,02 0,40
12,92* 1,505 42+4 0,09666 + 0,00005 0,32

n.d — ndo detectado

* — ndo se encontra na fase exponencial do crescimento.

0,6 T T T 0,6 T I

0,5

Cetanol 1%
0,4

0.2 | | | 03 | |
"0 0,5 1 1,5 2 ) 20 40 60

A -1,/ nA

Figura 3.42 — Variagdo da razdo entre a area do etanol e a do padréo interno (Aetanol / As) cOM as medidas de
absorvancia (1), e os valores de intensidade de corrente de pico (microeléctrodo de 25 um)
(11) obtidas em culturas de células de Candida utilis em meio contendo etanol.
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3.1.3. Meio contendo 0,520 acido lactico

Nos estudos efectuados em amostras de sobrenadantes nas culturas de Candida
utilis e Saccharomyces cerevisiae em meio contendo acido lactico verificam-se resultados
semelhantes. Além dos picos correspondentes a arabinose, ao sulfato de amonio e
dihidrogenofosfato de potassio, foram detectados dois sinais atribuidos ao &cido lactico.
Nas Ultimas amostras de Saccharomyces cerevisiae para além destes picos foram
detectados outros dois sinais (com tempos de retencdo de 10,8 e 11,9 minutos), os quais
ndo foram identificados. Na figura 3.43 esta apresentado o cromatograma obtido numa
amostra do sobrenadante de uma cultura de Saccharomyces cerevisiae com uma

absorvéancia igual a 0,301, no qual se podem observar os referidos sinais.

100

50

T T T T T T T T T T T T T T | T T T ]
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00

Figura 3.43 — Cromatograma obtido no sobrenadante de Saccharomyces cerevisiae em meio com 0,5 % de
acido lactico, correspondente a um tempo de crescimento de 29,58 horas: 1) sulfato de
amonio; 2) dihidrogenofosfato de potéssio; 3) arabinose; 4) 1° pico &cido lactico e 5) 2° pico
de &cido lactico.

Nas tabelas 3.37 e 3.38 estdo apresentados os valores das areas normalizadas

relativos a cada componente detectado nas culturas, de ambas as espécies de leveduras,
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em diferentes tempos de crescimento, assim como as respectivas concentracdes
determinadas. Nestas tabelas apresentam-se também os valores de absorvancia e de
intensidade de corrente obtidos nessas culturas.

Na tabela 3.37 verifica-se que a concentragdo de &cido lactico varia de uma forma
ndo sistematica ao longo do crescimento da Candida utilis. Um comportamento
semelhante é observado nas culturas de Saccharomyces cerevisiae (tabela 3.38). Na tabela
3.38 verifica-se que os valores das areas normalizadas de cada um dos componentes (1 e
2), detectados nos sobrenadantes das culturas de Saccharomyces cerevisiae nao
apresentam uma variacdo constante ao longo do crescimento.

Os resultados obtidos nas amostras de sobrenadantes de ambas as leveduras em
meio contendo &cido lactico sdo deste modo pouco conclusivos.

Os resultados obtidos pela analise cromatografica ndo permitiram identificar os
acidos fracos determinados por voltametria, uma vez que além dos sinais correspondentes
as fontes de energia e carbono, praticamente ndo aparecem sinais correspondentes a
acidos fracos. No entanto, nos sobrenadantes de Candida utilis e Saccharomyces
cerevisiae em meio K foram determinados o acido malico e etanol. Nos sobrenadantes de
Saccharomyces cerevisiae em meio K foi ainda observado um outro sinal ao tempo de

retencdo a 16,5 minutos.
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Tabela 3.37 — Medidas de absorvéncia (A), de intensidade de corrente de pico (I,) e razéo entre a area de etanol e de arabinose (Ay/A,) em amostras de sobrenadantes de
culturas da levedura Candida utilis em meio contendo &cido lactico recolhidas em diferentes tempos de crescimento (t).

Aol A, ) Cl %
(;) A (r;"g\) Acido lacticol  Acido lactico 2 ACi‘féifgcm ACidiO (')"f‘gtlico 2
Meio c/ acido lactico 0,000 83+4 0,10 + 0,00 0,30+0 0,65 0,67
1,25* 0,018 76+ 4 0,002 + 0,000 0,234 + 0,004 0,03 0,52
6,58 0,051 62+3 0,005 + 0,001 0,321 £ 0,005 0,05 0,72
7,25 0,071 58+ 4 0,032 £+ 0,003 0,33 + 0,001 0,22 0,74
9,33 0,168 51+2 0,0434 +£0,0004 0,421 + 0,005 0,29 0,93
10,17 0,215 48+ 3 0,02 £0,02 0,33+0,01 0,14 0,74
11,00 0,276 36+4 0,033 + 0,002 0,300 + 0,006 0,22 0,67
12,00 0,387 202 0,02 £0,02 0,28 +0,01 0,14 0,63
12,67 0,444 8+1 0,03+ 0,02 0,312 £ 0,008 0,21 0,70

* — ndo se encontra na fase exponencial do crescimento
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Tabela 3.38 — Medidas de absorvancia (A), de intensidade de corrente de pico (I,) e razdo entre a area de cada pico do acido lactico e de arabinose (A,/A,) em amostras
de sobrenadantes de culturas da levedura Saccharomyces cerevisiae em meio contendo acido lactico recolhidas em diferentes tempos de crescimento (t).

t
(h)
Meio c/ &cido lactico
1,00*
2,83*
23,83
24,75
29,58
30,83
32,00
33,00

n. d — ndo detectado.

0,000
0,022
0,022
0,161
0,174
0,301
0,347
0,409
0,444

(nA)

65+4
55+4
54+5
47+ 4
46 £ 3
2214
18+2
16 £3
10+£2

Componentel

n.d
0,02 £0,02
n.d
0,0117 + 0,0001
0,0096 + 0,0002
0,0117 + 0,0002
0,018 + 0,002
0,0157 + 0,0007
0,018 + 0,002

* —ndo se encontra na fase exponencial do crescimento.

Componente 2

n.d
0,015 + 0,003
0,0187 + 0,0002
0,0156 + 0,0003
nd
0,006 = 0,004
0,015 + 0,002
0,008 £ 0,003
0,008 + 0,003

Ayl A,

Acido lacticol
0,10+ 0,00
0,059 + 0,002
0,063 £ 0,003
0,060 + 0,003

0,0539 + 0,0004
0,039 £ 0,001
0,057 + 0,002

0,0411 + 0,0007

0,0506 + 0,0001
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Acido lactico 2
0,30+ 0,00
0,304 £ 0,004
0,316 + 0,002

0,2883 + 0,0005
0,250 + 0,001
0,155 + 0,002
0,213 +£ 0,007
0,151 £ 0,003

02+0,1

Cl/%

Acido lacticol  Acido lactico 2
+0,05 % +0,01 %
0,65 0,67
0,39 0,68
0,42 0,70
0,40 0,64
0,36 0,56
0,27 0,35
0,38 0,48
0,28 0,34
0,34 0,45
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O estudo efectuado por cromatografia ndo permite assim identificar os compostos
responsaveis pela resposta electroquimica observada nas culturas de Candida utilis e
Saccharomyces cerevisiae em meio K.

Os resultados obtidos por HPLC em amostras de sobrenadantes das culturas de
ambas as espécies em meio contendo &cido lactico ndo foram considerados em analises
posteriores devido aos resultados ndo apresentarem uma variacdo concordante com 0s
obtidos por voltametria.

De modo a certificar a perda ou decomposi¢éo da amostra durante o processo de
armazenamento analisou-se uma amostra de sobrenadante de células de Candida utilis,
por voltametria de onda quadrada. Como se pode verificar, na figura 3.44, o
voltamograma registado no sobrenadante da cultura € semelhante ao registado na cultura

de células.

I/nA_40_

-0,2 -04 -0,6 -0,8

E (vs ECS)/V

Figura 3.44 — Voltamogramas de onda quadrada de uma amostra de sobrenadantes (a) e da cultura de
células de Candida utilis em meio K correspondente (b) obtidos com um microeléctrodo de
25 um.
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Conclusao

Neste trabalho foram realizadas medidas voltamétricas, potenciométricas e
turbidimeétricas em culturas de células das leveduras Candida utilis e Saccharomyces
cerevisiae em meios contendo como fonte de carbono a glucose, o etanol e o acido
lactico, com o objectivo de implementar um método electroquimico alternativo para
estimar o crescimento microbiano.

O crescimento das leveduras provoca variagdes das respostas voltamétricas em
culturas de células, relacionadas com a reducdo electroguimica de acidos.

Nos meios em que se utiliza como fonte de carbono a glucose e o etanol verifica-
se que o aumento do sinal correspondente a reducdo dos acidos estd associado ao aumento
da biomassa celular e ao aumento da concentragdo de H*. No meio contendo 4cido lactico
verifica-se que a diminuicdo do sinal relativo a reducédo do acido lactico se relaciona com
0 aumento do nimero de células e com o aumento do pH.

Tendo em consideragdo os limites de quantificacdo e linearidade determinados
através das técnicas voltamétricas e com os microeléctrodos de diferentes dimensdes,
obtiveram-se correlacdes lineares entre os resultados obtidos, com os microeléctrodos,
através das duas técnicas voltamétricas e atraves da absorvancia e intensidade de corrente.

As correlagdes obtidas entre a concentragdo de H* do meio de cultura foram
melhores no caso da Candida utilis em meio K sugerindo que nestas condi¢des ocorre a
producdo de &cidos mais fortes que os produzidos pela levedura Saccharomyces
cerevisiae. Estes dados estdo de acordo com os valores mais baixos, em valor absoluto de
E, e de E1p obtidos nas culturas de Candida utilis.

De uma forma geral foi possivel analisar o crescimento das leveduras por métodos

voltameétricos em todos os meios de cultura. Os valores das taxas especificas de
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crescimento estimadas pelos métodos voltamétricos foram idénticos aos obtidos pelo
método turbidimétrico.

A analise dos componentes presentes nas culturas das leveduras por HPLC
permitiu relacionar o crescimento das células com o consumo da fonte de carbono
presente nos meios de cultura. Foi possivel identificar a producdo de compostos como o
etanol, o acido malico e o acido acetico pelas culturas de leveduras. No entanto, nédo foi
possivel estabelecer uma correlacdo entre os &cidos identificados e as respostas
electroquimicas, medidas nas culturas de células.

Foram ainda detectados dois componentes nas culturas da levedura
Saccharomyces cerevisiae em meio contendo meio lactico, cuja origem néo foi possivel

identificar.
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