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RESUMO

Saccharomyces cerevisiae tem uma importancia biotecnoldgica mundial, seja na
panificacdo, na producdo de bebidas alcoodlicas e etanol combustivel, como fonte de
proteina animal e humano e no controle biologico. A linhagem de S. cerevisiae
CMIAT 170-L7K isolada da microbiota natural de frutos tropicais pela Embrapa Semi-
Arido (Petrolina/PE) possui atividade antagbnica contra fitopatdgenos de podrid&o
pés-colheita causada por Apergillus niger em uva de mesa. O objetivo do presente
trabalho foi estabelecer um processo fermentativo para a producdo de biomassa da
levedura S. cerevisiae CMIAT 170-L7K que apresenta um potencial antagénico a
fitopatdogenos. Assim, 20 mL do pré-inéculo com 24 horas de cultivo da cultura
ativada em meio YM, foi injetado em um biorreator BioFlo 115 com dorna de 2L de
volume util, que continha um meio de cultura YM2. Inicialmente, conduziram-se as
fermentacdes em processo descontinuo como controle: agitacdo 150 rpm, aeracdo 8
Lavmin € temperatura 30 + 1°C em fermentador, com dois impelidores do tipo
Rushton. Em seguida, foi estudado o processo de alimentacdo com uma solucéo
concentrada contendo 200 g/L de acucar hidrolisado. A alimentacao foi iniciada com
16 horas de processo e as vaz0es de alimentagcao foram testadas 12,5, 15, 20 mL/h.
Em um terceiro experimento, foi realizado um planejamento experimental de fatorial
23 sob a influéncia das variaveis taxas de aeracédo (8, 9, 10 Laymin), agitacdo (150,
200 e 300 rpm) e vazéao de alimentacédo (15, 17,5 e 20mL/h). Amostras de todas as
fermentacdes foram retiradas a intervalos regulares e centrifugadas. No
sobrenadante, foi determinada a concentracdo de acguUcares redutores, pelo método
de DNS. O pellet foi re-suspendido em agua destilada para a quantificacdo da
concentracdo de biomassa por espectrofotometria a 600nm. NoO processo
descontinuo, a producéo de biomassa foi de 7,65 g/L ap0s 24 horas de cultivo. Para
0 processo descontinuo alimentado 12,5 a 20 mL/h de taxa de alimentacdo a
biomassa final foi ligeiramente superior a 14 g/L apos 40 horas de cultivo. No
planejamento experimental verificou-se que a maior produgdo de biomassa de
levedura apos 40 horas de fermentacéo foi 15,65g/L. Conclui-se 0 ensaio com todas
as variaveis no nivel maximo com paréametros: vazao de alimentagdo em 20 mL/h,
taxa de aeracao de 10 L.ar/min e taxa de agitacao de 200 rpm, foram os parametros
para uma producdo de maior concentracdo de biomassa desta estirpe de S.
cerevisiae.

Palavras-chave: Processos fermentativos. Biomassa. Planejamento fatorial.



ABSTRACT

Saccharomyces cerevisiae has a worldwide biotechnological importance, whether in
baking, in the production of alcoholic beverages and ethanol, as a source of protein
for humans and animals and in biological control. The S. cerevisiae strain CMIAT
170-L7K isolated from tropical fruits natural microbiota by Embrapa Semi-Arid
(Petrolina/PE) has antagonic activity to phytopathogens of post-harvesting rot caused
by Apergillus niger in table grape. The aim of the present work was to establish a
fermentative process for biomass production of yeast S. cerevisiae CMIAT 170-L7K
that present an antagonistic potential against phytopathogens. Therefore, 20 mL of
the pre-inoculum with 24 hours of cultivation of the culture activated in YM medium
was injectected in a bioreactor BioFlo 115 with a 2 L useful volume fermentation vat,
which contained YM2 culture medium. Initially, discontinuous process fermentations
were conducted as a control: agitation 150 rpm, aeration 8 Laymin and temperature
30 + 1°C in fermenter, with two impellers Ruston. Then, the feeding process was
studied with a concentrated solution containing 200 g/L of hydrolysed sugar. The
feeding was initiated with 16 hours of fermentation process and the feeding rates
were 12,5, 15, 20 mL/h. In a third experiment, it was performed an experimental
design of factorial 2% under the influence of the variables aeration rate (8, 9, 10
Lairmin), agitation (150, 200 e 300 rpm), and feeding rate (15, 17,5 e 20 mL/h).
Samples of all fermentations were taken at regular intervals and centrifuged. In the
supernatant, the concentration of reducing sugars was determined by the DNS
method. The pellet was resuspended in distilled water for the quantification of the
biomass concentration by spectrophotometry at 600 nm. In the discontinuous
process, the biomass production was 7,65 g/L after 24 hours of cultivation. For the
fed discontinuous process with the feeding rate of 12,5 a 20 mL/h, the final biomass
production was slightly higher than 14 g/L after 40 hours of cultivation. In the
experimental design, it was verified that increase in the production of biomass after
40 hours of fermentation to 15.65g / L. It was concluded that all variables at the
maximum level with feeding rate at 20 mL / h, aeration of 10 L. ar / min and agitation
rate of 200 rpm were the parameters for the production of higher biomass
concentration of this S. cerevisiae strain.

Keywords: Fermentative processes. Biomass. Factorial planning.
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1 INTRODUCAO

1.1 Saccharomyces cerevisiae como agente de controle biolégico antagbnico a

fungos fitopatogénicos

O controle biolégico pode ser analisado como um método natural para
controle de pragas, a fim de manter um controle populacional no ecossistema
(ROSA, 2009).

Muitos microrganismos podem ser utilizados no controle biolégico, como
fungos miceliais, bactérias e leveduras com atividade antagonista. O uso de
leveduras é vantajoso devido a sua atividade antagonista geralmente ndo produzir
esporos alergénicos, micotoxinas ou antibiéticos como sdo produzidos pelos outros
microrganismos citados (PARAFATI et al., 2015, ALOUI et al., 2015).

Na literatura algumas pesquisas foram realizadas testando o controle
biolégico com leveduras em diversos frutos: uva (NALLY et al., 2013), laranja
(PLATANIA et al., 2012), maca (BENCHEQROUN et al.,2017), abacate (CAMPOS -
MARTINEZ et al., 2016) e entre outros.

Platania et al. (2012) estudaram o carater antagbnico de uma suspensao
de células com concentracéo de 10° UFC/mL da levedura S. cerevisiae em laranjas
infectadas com Penicillium digitatum. A levedura foi capaz de inibir o crescimento do
fungo até trés dias de infeccdo através de um mecanismo de acdo associado ao
fator “killer” presente nessa cepa.

Essa toxina pode ser uma proteina ou glicoproteina que quando ligada a
membrana da célula sensivel forma um canal catidénico resistente a varias tensoes,
aumentando a permeabilidade da membrana para protons, provocando a morte
dessas células por meio da desestabilidade eletroquimica da membrana (OLIVEIRA,
2009; MARTINAC et al., 1990). Mas além desse mecanismo de acdo associado ao
fator killer, existem outros mecanismos contra fungos fitopatogénicos como:
competicdo de nutrientes e espaco, produgdo de enzimas hidroliticas,
micopararitismo e producdo de compostos organicos volateis (LIU et al., 2013).

Muitas espécies de leveduras sado antagbnicas a fungos fitopatogénicos.
De acordo com Nally et al. (2013), uma suspensao de levedura com concentracao
de 10° UFC/mL no estudo com 234 leveduras, 43 delas (9 Candida, 2
Debaryomyces, 2 Dekkera, 1 Issatchenkia, 2 Kluyveromyces, 2 Pichia, 16
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Saccharomyces, 1 Sporobolomyces e 8 Torulaspora) conseguiram reduzir
significamente 60% o crescimento de, pelo menos, um fungo fitopatogénico isolado
de uvas danificadas por podridao.

Existem produtos mundiais sendo comercializados, contudo ndo existe
ainda um produto sendo S.cerevisiae como antagonista. Alguns exemplos de
produtos sédo: O Norbac 84-C; Agtrol; Galtrol; Diegal que apresentam acao contra
Agrobacterium tumefaciens sendo o0 antagonista Agrobacterium radiobacter
(MICHEREFF; MARIANO, 1993).

Saccharomyces cerevisiae € uma levedura classificada no Reino Fungi,
Dominio Eukaryota e Filo Ascomycota (DA SILVA, 2009) aerobica facultativa, que
converte carboidratos em biomassa, CO, e 4gua na presenca de O,, e em etanol e
CO;, na auséncia de oxigénio, processo conhecido como fermentacdo alcodlica
(LIMA ; BASSO; AMORIM, 2001).

E um microrganismo de importancia biotecnolégica mundial, seja na
panificacéo, na producéo de bebidas alcodlicas e etanol combustivel (GUIMARAES,
2005), como fonte de proteina animal e humano (CABALLERO-CORDOBA et al.,
1997) e no controle biologico (PARAFATI et al., 2015, ALOUI et al., 2015). Devido ao
uso seguro com uma vasta aplicacdo industrial, S. cerevisiae é classificada pela
Food and Drug Administration como um microrganismo Generally Recognized As
Safe (GRAS) (KURTZMAN, 2011). Em 1996, tornou-se o0 primeiro eucarioto a ter o
genoma completamente sequenciado, resultando em um microrganismo modelo em
genética e biologia molecular (ALDHOUS, 2000 apud KURTZMAN, 2011).

Alinhagem de S. cerevisiae CMIAT 170-L7K, isolada da microbiota natural
de frutos tropicais pela Embrapa Semi-Arido (Petrolina/PE), possui atividade
antagonica contra os fitopatdgenos de podriddo pés-colheita causada por Apergillus
niger em uva de mesa. A podriddo pés-colheita nos frutos é causada principalmente
por fungos devido ao fornecimento de condi¢bes nutricionais Otimas para a tal
proliferacdo (COELHO; LEITE; YOKO, 2003). Assim, para reduzir as podriddes pos-
colheita, o agricultor faz uso de controle quimico (fungicidas), controle biol6gico
(antagonistas), controle fisico (refrigeracdo) e inducdo de resisténcia (BARKAI-
COLAN, 2001).

Apesar do uso de agrotoxicos (controle quimico) ser o método mais
utilizado, simples e barato para o controle de doencgas, o controle biologico tem

chamado a atencdo de pesquisadores uma vez que a presenca de agrotdxicos no
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meio ambiente tem causado diversos problemas ambientais e sociais, como
contaminagéao de rios e de solos, intoxicagao de trabalhadores rurais e de animais e
uma possivel resisténcia de pragas (BETTIOL; MORANDI, 2009).

Assim, a aplicagdo de S. cerevisiae CMIAT 170-L7K, desse trabalho,
como agente de controle bioldgico da podriddo pds-colheita em uvas, causada por
fitopatégenos, apresentou uma inibicdo do processo de degradacdo dos frutos
superior a 50%, observado no sétimo dia de experimento quando utilizada uma
concentracdo de 10°.cels.ml®. Em seguida, um segundo experimento foi realizado
avaliando diferentes concentracdes celulares (10* a 10® céls.ml®) do agente de
controle e foi observada uma incidéncia inferior a 20 % nas uvas no oitavo dia
(PEREIRA et al.,, 2011). Esse experimento afirma que a levedura S. cerevisiae
CMIAT 170-L7K tem um caracter antag6nico a fungos fitopatogénicos, aumentando o
interesse em desenvolver um processo fermentativo para producdo de biomassa

celular dessa levedura.

1.2 Producédo de biomassa de Saccharomyces cerevisiae

Apesar de o uso da levedura S. cerevisiae ser bastante antigo para
diversas aplicagbes pela humanidade, até hoje é necessério um estudo do seu
metabolismo para que o0s processos fermentativos atinjam seus objetivos de
producdo (CHOPDA; RATHORE; GOMES, 2015). Pois, devido S. cerevisiae exigir
condicdes 6timas para producdo de biomassa celular, a sua otimizacdo acaba sendo
um problema para uma producéao industrial (ATASOY; YUCCER; BERBER, 2013).

A execucao do processo fermentativo para a producéo de biomassa de S.
cerevisiae exige o controle de diversos fatores que influenciam os parametros
cinéticos e a produtividade do processo, como temperatura, pH, concentracdo de
nutrientes, aeracao e agitacdo, (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001).

Com relacdo a temperatura, de acordo com Torija et al. (2003) as cepas
de S. cerevisiae podem apresentar crescimentos celulares diferentes com a
mudanc¢a de temperatura, pois nas temperaturas de 25°C e 30°C obteve-se uma
populacdo méaxima de 1,73x10® e 1,95x10°® ufc.mL™, respectivamente, superior
quando cutivadas nas temperaturas de 15, 20 e 35 °C (1,18x10%, 1,46x10® e
0,97x10° ufc.mL™, respectivamente).

O pH é outro fator muito importante para as fermentacdes devido a sua
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capacidade de controlar a contaminacdo bacteriana e também de influenciar o
crescimento da levedura (LIMA; BASSO; AMORIM, 2001). De acordo com Amaral
(2009) para um boa viabilidade celular no processo fermentativo com S. cerevisiae,
a faixa de pH ideal é entre 3,2 a 4,3.

Além desses fatores, a principal fonte de carbono utilizada pela S.
cerevisiae e outras leveduras é a glucose (monossacarideo), devido seu transporte
intercelular ser por difusédo facilitada, ou seja, sem gasto de energia (MACHADO,
1998). No entanto, quando é utilizado um dissacaridio, como a sacarose, a
membrana celular n&o permite um livre transporte desse composto dificultando seu o
consumo (FLORES et al.,2000), assim necessita-se de pré-tratamento que incluem
hidrolises quimica e/ou enzimatica, para tornar a glucose disponivel ao
microrganismo (FLORES et al.,2000; RODRIGUES et al., 2000). As desvantagens
da hidrélise quimica é que muitas vezes esse método provoca alteracdes de cor,
formacdo de subprodutos téxicos (hidroximetilfurfuraral) que dependendo da
concentracdo causam inibicdo na fermentacdo (WANDERLEY, 2012; TREVELYAN;
HARRISON, 1952; DE AVILA, 2007).

Diante disso, a via metabdlica mais importante envolvida no metabolismo
das leveduras € a via glicolitica. Como S. cerevisiae € uma levedura aerdbica
facultativa, essa via pode ocorrer em condi¢des anaerébicas e aerdbicas. Na figura 1
estd demostrado o metabolismo da S. cerevisiae. Em aerobiose, representada pela
via (1), processo que se inicia com a via glicolitica, segue para o ciclo de Krebs e
termina na cadeia transportadora de elétrons (CTE). Na via glicolitica, a glucose,
gera duas moléculas de piruvato e conserva energia em duas moléculas de ATP e
duas moléculas de NADH. Na presenca de oxigénio cada piruvato € oxidado
perdendo grupo carboxil na forma de CO,, gerando dois NADH e dois acetil-
coenzima A que serdo condensados formando o citrato para iniciar o ciclo de Krebs
na mitocondria. Assim, durante o ciclo ha um ganho de energia de seis NADH, dois
FADH, e dois ATP. Na cadeia transportadora de elétrons (CTE), também na
mitocondria, os transportadores de elétrons, total de 10 NADH e 2 FADH, irdo doar
os elétrons, gerando uma diferenca de potencial, que serdo conduzidos até o
oxigénio, formando agua e reoxidando o NADH e FADH, em NAD+ e FAD que serdo
aceptores de elétrons para um novo ciclo. No final do metabolismo ha um balancgo
energético de 32 moléculas de ATP (LEHNINGER; NELSON; COX, 2011). Em

anaerobiose, representada pela via (2), processo que ocorre apenas a via glicolitica
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na auséncia de oxigénio. Assim, o NADH gerado na glicolise ndo é reoxidado pelo
oxigénio, esse problema da regeneracdo do NAD+ deixa a célula sem um aceptor de
elétrons, sendo necessario ser regenerado de outra forma. Entdo, o0s
microrganismos desenvolberam uma via alternativa que regeneram o NAD+
continuamente durante a glicolise pela transferéncia de elétrons do NADH,
mantendo constante as concentracoes de NAD+ e NADH. Portanto, a glucose é
convertida a piruvato, regenerando o NAD+ pela transferéncia de elétrons do NADH
em um ciclo, liberando etanol, CO, e duas moléculas de ATP (LEHNINGER;
NELSON; COX, 2011).

Figura 1 — Representacdo do metabolismo da glucose em S. cerevisiae. (1) representa a via aerdbica
CTE e (2) representa a via anaerdbica.
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Fonte: autoria propria (2017).

Analisando essa questdo da ocorréncia de duas vias metabdlicas,
Venturini Filho et al. (2014) concluiram que as leveduras S. cerevisiae catabolizam
0 acucar preferencialmente pelo metabolismo anaerobio, pois para que ocorra 0

7

metabolismo aerdébico é necessario uma eficiente concentragdo de oxigénio
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dissolvido no meio.

Além glucose, as variaveis aeragcdo e agitacdo sao importantes também
para uma eficiente producdo de biomassa, porque além do oxigénio ser pouco
solivel em meio aquoso exigindo uma agitacdo do meio (SURESH; SRIVASTAVA;
MISHRA, 2009), a aeracdo € importante, pois 0 oxigénio na respiracdo é essencial
para drenar os elétrons gerados na glicélise e ciclo de Krebs até a cadeia
transportadora de elétrons, gerando 32 moléculas de ATP que serdo usadas nas
reacdes enzimaticas para multiplicacdo de biomassa microbiana (SCHIMIDELL,
2001).

1.2.1 Efeito Crabtree

A glucose e o oxigénio sdo efetores extracelulares que tem atividades
regulatérias nas vias metabdlicas das leveduras (KAPPELI; FIECHTER, 1982).

Uma desvantagem do metabolismo da S. cerevisiae € que segundo
Spiegelman e John et al. (1957) as enzimas envolvidas na glicolise, ciclo de Krebs e
cadeira transportadora de elétrons sofrem repressdao de sintese pela alta
concentracdo de glucose no meio, mesmo na presenca de oxigénio. Essa repressao
catabodlica € denominada efeito Crabtree, em que a fermentacéo alcéolica supera a
respiracdo, na presenca de oxigénio e em altas concentracbes de fonte carbono.
Dessa forma a levedura S. cerevisiae € uma levedura Crabtree positiva.

O efeito Crabtree pode ser explicado por competicdo entre a glicélise e a
fosforilacdo oxidativa para o ADP, onde a ocorréncia de défice respiratorio se
aumenta a disponibilidade em glicose; o aumento da producdo de acido lactico que
consequente provoca o decréscimo do pH citoplasmético seguido pela inibicdo dos
enzimas oxidativos; a ocorréncia de mecanismos que envolvem alteracdes na razao
ATP/ADP na atividade enzimatica da glicose 6 —fosfato e no pH citoplasmatico, |,
capazes de regular o referido efeito (PIRES, 2007); fluxo elevado de glicose com o
conseqiente aumento na concentragdo de piruvato e a saturagdo da piruvato-
desidrogenase (FERNANDES, 2008).
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1.2.2 Processos fermentativos para producdo de biomassa

A fermentagdo descontinua alimentada, também conhecida como
processo por batelada alimentada em processos aerados é o método de conducao
mais utilizado para obtencdo de altas densidades celulares de S. cerevisiae, uma
vez que controla a adigdo de nutrientes no biorreator e diminui a possibilidade do
efeito Crabtree (ATASOY; YUCCER; BERBER, 2013). Tem por finalidade estender o
periodo de fermentacdo, mantendo niveis de concentracdo de substrato no reator
adequados para que as células continuem com atividade fermentativa direcionada
para a formacao do produto desejado (SCHIMIDELL, 2001).

A fermentacdo descontinua, ao contrario da fermentagdo descontinua
alimentada, no decorrer do processo fermentativo nada é adicionado, exceto
oxigénio, no caso de processos aerobicos (na forma de ar), a desvantagem € que
como substrato é adicionado de uma s6 vez no inicio da fermentacédo, pode ser que,
dependendo da concentracdo, ocorra o efeito Crabtree (CRUEGER; CRUEGER,
1984) e como a levedura S. cerevsiae ndo suporta uma concentracdo de glucose
muito superior que 20 g/L no momento que se inicia o processo fermentativo é
indicado o processo descontinuo alimentado para repor a fonte de carbono no meio
e maximizar a produtividade (VALENTINOTTI et al., 2003).

Chociai et al. (2002) estudaram a levedura Phaffia rhodozyma que
também sofre repressdo com concentracdes da fonte de carbono superiores a 20
g/L. O processo foi conduzido em batelada alimentada para evitar a inibicdo pelo
substrato (efeito Crabtree). O uso do processo descontinuo alimentado duplicou a
producdo de biomassa final em comparacao ao processo descontinuo.

Biener, Steinkdmper, e Horn (2015) conseguiram uma producao de 110
g/L de biomassa de S. cerevisiae com 32 horas de fermentacgdo, iniciando o
processo descontinuo alimentado com 8 horas de fermentacdo quando a

concentracéo de glucose estava em 3 g/L.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Desenvolver um processo fermentativo para producdo de elevada

concentracdo de biomassa da levedura Saccharomyces cerevisiae CMIAT 170-L7K.

2.2 Especificos

a) Analisar a influéncia dos parametros fonte de carbono, aeracdo e
agitacdo para producdo da biomassa no meio definido através de
processo fermentativo descontinuo;

b) Analisar a influéncia dos parametros vazao de alimentacao, aeracdo e
agitacdo para producdo da biomassa no meio definido através de
processo fermentativo descontinuo alimentado;

c) Analisar o efeito dos parametros escolhidos sobre a concentracdo de
acucar residual, fator de conversdo de substrato em biomassa e

produtividade processo fermentativo descontinuo e alimentado.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Microrganismo

O microrganismo utilizado foi uma linhagem da levedura Saccharomyces
cerevisiae CMIAT 170-L7K pertencente a colecdo de culturas da Embrapa, isolada

da microbiota natural de frutos tropicais pela Embrapa Semi-Arido (Petrolina/PE).

3.2 Ativacdo do microrganismo e preparo do pré-indculo

A cultura foi ativada em tubos de ensaio rosqueados, contendo 10 mL de
meio YM inclinado, constituido de 3,0 g/L de extrato de levedura, 3,0 g/L de extrato
de malte, 5,0 g/L de peptona, 10,0 g/L de dextrose e 20,0 g/L de agar, a 30 °C por 24
horas. ApGs esse periodo de crescimento da cultura, foi preparado o pré-indculo
utilizando uma alca estéril sob condicbes assépticas (camara de fluxo laminar),
transferindo o indculo para erlenmeyers de 250 mL, contendo 100 mL do meio YM
liquido, em seguida, foram incubados a 30 + 1°C, a 150 rpm, em agitador orbital, por
24 horas.

3.3 Meios de cultura utilizados nos processos fermentativos

O meio de cultura definido, caldo YM2, é uma modificacdo do meio de
cultura YM, sendo composto por 3,0 g/L de extrato de levedura; 3,0 g/L de extrato de
malte; 5,0 g/L de peptona, 20,0 g/L de acucar invertido e 0,3% de antiespumante
Sigma (Antifoam 204, mixture of organic dispersions). O meio de cultura de
alimentagdo, YM2 concentrado, utilizado na fermentagcdo em batelada alimentada foi
composto de 200,0 g/L de acucar invertido, 12,5 g/L de peptona, 7,5 g/L de extrato
de malte, 7,5 g/L de extrato de levedura. O agucar invertido foi produzido por meio
da hidrélise acida da sacarose dissolvida em um litro de agua destilada, reduzindo
0o pH da solugcdo para 1,5 com &cido sulfarico (H2SO4) 3,0 M seguido de
manutencdo em banho-maria a 80°C por 40 min. O pH final de ambos meios de
cultura ja compostos com todos os nutrientes citados anteriormente foi aferido para
4,5 com hidroxido de sodio (NaOH) 50%.
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3.4 Processos fermentativos descontinuo e descontinuo alimentado

Para esse estudo foi utilizado um biorreator New Brunswinck Scientific
Co., do modelo BioFlo/CelliGen® 115, com dorna de 2,0 L de volume dtil e dois
impelidores do tipo Rushton, constituidos por seis pés.

O meio YM2 foi transferido para a dorna do biorreator de bancada e o
meio de cultura YM2 concentrado foi mantido em frascos de vidro. Em seguida, os
meios foram autoclavados a 111°C por 30 minutos. Inicialmente foram conduzidas
fermentacdes em batelada simples, como um processo controle, com 1980 mL de
meio YM2 e 20 mL do pré-indculo, agitacdo de 150 rpm, aeracdo de 8,0 Ly/min e
temperatura de 30 £ 1°C, por um periodo de 30 h. Aliquotas de 20 mL foram
retiradas nos tempos 0, 3, 6, 9, 24, 27 e 30 h de processo e foram acondicionadas
em em tubos falcon.

O processo em batelada alimentada foi iniciadocom 1680 mL de meio
YM2 na dorna adicionado de 20 mL do pré-indculo e vazéo de alimentacéo 12,5, 15,
e 20 mL/h de meio de cultura YM2 concentrado, iniciando a alimentacdo com 16
horas de fermentacdo. Os parametros de agitacdo e aeracdo foram de 150 rpm e
8,0 La/min, respectivamente e temperatura de 30 + 1°C, por 40 h. Aliquotas de 20
mL foram retiradas nos tempos 0, 4, 8, 16, 20, 24, 28, 32, e 40 h de processo e
acondicionadas em tubos falcon. Todas as fermentacBes foram realizadas com
repeticoes.

Ao final da fermentacédo a dorna e todo material utilizado (seringa, pre-
inoculo e frascos de alimentacdo) foram autoclavados a 121°C por 30 minutos e

lavados para uso posterior.

3.5 Planejamento experimental

Visando avaliar o efeito dos parametros vazdo de alimentacdo, taxa de
aeracdo e de agitacdo sobre a obtencdo de alta densidade de biomassa de S.
cerevisiae CMIAT 170-L7K por processo fermentativo em batelada alimentada
utilizou-se o delineamento experimental fatorial 2°, adicionado de trés ensaios no

ponto central, resultando em onze ensaios.
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As variaveis foram taxa de aeracdo (8,0, 9,0 e 10,0 L,/min), taxa de
agitacao (150, 175 e 200 rpm) e vazao de alimentacéo (15, 17,5 e 20 mL/h) (Tabela

1 e Tabela 2).Todos os processos foram realizados com repeticoes.

Tabela 1 — Valores das variaveis segundo o delineamento composto central.

w -1 0 +1
Variaveis

Vazéo de alimentag&o (mL/h) 15 17,5 20
Aeracao (La/min) 8 9 10
Agitacao (rpm) 150 175 200

Fonte: dados da pesquisa (2017).

Tabela 2 — Planejamento experimental para avaliacdo dos efeitos das vazdes de alimentacgédo, taxa
aeracao e agitacdo sobre a producdo de biomassa de S. cerevisiae CMIAT 170-L7K pelo processo
fermentativo descontinuo alimentado.

Ensaios Vazao de alimentacao Taxa de aeracdo Taxa de agitacao
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0

Fonte: dados da pesquisa (2017).

3.6 Determinacdo da concentragéo de biomassa celular

Os tubos falcon contendo as aliquotas , foram centrifugados a 3500 rpm,
a 30°C por 15 min. e em seguida o sobrenadante foi separado da massa celular,
Foram adicionados 10 mL de agua de osmose nos tubos, em seguida, agitados no
vortex e depois centrifugados novamente nas mesmas condi¢des ja descritas. A
massa celular foi entdo diluida novamente com agua destilada e 1,0 mL de cada foi

transferida para baldes volumétricos de 5 mL, 10 mL e 100 mL. A densidade otica foi
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medida a 600 nm em espectrofotometro (Varian, modelo Cary 50 Conc) e com o
auxilio de uma curva-padrao de peso seco ja estabelecida as concentracdes de

biomassa em g/L foram determinadas.
3.7 Determinacao de acUcares redutores totais (ART)

As andlises para a determinacdo do teor de acucares redutores totais
foram realizadas pelo método 3,5-Dinitrosalicilico (DNS), descrito segundo (Miller,
1959). Entdo, 1,0 mL do sobrenandante, foi diluido em balBes volumétricos de 10 mL
e 25 mL, sendo transferidos 0,5 mL da diluicdo para tubos de ensaios e adicionado
0,5 mL do reagente (DNS). Os tubos foram agitados no vortex e colocados em agua
fervente por 15 minutos. Decorrido esse tempo, foi realizado o choque térmico até a
temperatura ambiente, depois foi adicionado 4,0 mL de agua destilada em cada
tubo, seguida de agitacdo no vértex. A absorbéncia foi medida a 540 nm em

espectrofotdmetro (Varian, modelo Cary 50 Conc).
3.8 Anédlise de pH

Os sobrenadantes das aliquotas foram submetidos a andlise de pH no

phametro de bancada (Hanna Instruments, modelo HI 2221).
3.9. Parametros cinéticos

O fator de conversdao de substrato em biomassa (Yys) foi calculado

segundo a Equagédo 1 para o processo descontinuo:

v —(Xo— Xy)
M (o= 5p) Eq. (1)

Em que: Xp e X; representam concentracao celular (g/L) no inicio e no final
do processo e Sy e S; representam concentracdo de substrato (g/L),
respectivamente.

O fator de conversdo de substrato em biomassa (Yys) foi calculado

segundo a Equacao 2 para o processo descontinuo alimentado:
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— [:XU— Xf:] xV,
(SpxVo+ Sap x Vap) — Sf Eq. (2)

Yyis =

Em que: Xo e Xf representam concentracdo celular (g/L) no inicio e no
final do processo, respectivamente. So concentracdo de substrato inicial (g/L), St
concentracdo de substrato final, Vo € o volume de meio (L) adicionado no biorreator,
Sap € a concentracdo do meio de alimentacdo, Vap € 0 volume de meio (L)
adicionado no biorreator (vazdo x tempo de alimentacédo) e V, € o volume til do
biorreator (L).

A produtividade em biomassa foi calculada segundo a Equacdo 3 em

todos os processos fermentativos:

p= Gk :03 Eq. (3)

Em que: Xo e Xf representam a concentracdo celular (g/L) no inicio e no

final do processo, respectivamente; t; representa o tempo de fermentacéo (h).

3.10 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de efeitos e de
variancia (ANOVA) com as médias dos tratamentos comparados ao nivel de 90% de

probabilidade, utilizando o programa Statistica, versao 10.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Producao de Biomassa de S. cerevisiae CMIAT 170-L7K por processo

descontinuo.

O processo descontinuo foi realizado como controle. Durante 9 horas até
24 horas, houve um aumento de producéo de biomassa de 2,92 g/L para 7,65 g/L e
um consumo de 97,3% de acgUcares. Entre 24 horas e 27 horas observa-se a que
nao houve producdo de biomassa, no entanto com 30 horas houve um pequeno
aumento de producédo de biomassa, mas isso pode ter sido devio a algum erro de
processo ou a levedura consumiu outros metabdlitos, j& que o agucar redutor estava
em baixa concentragcdo no meio. Portanto, considerando o momento de pico do
crescimento com 24 horas, as condi¢cdes de fermentacdo estabelecidas apresentou
um Yys de 0,42 g/g e Pxde 0, 328 (g/L. h™) (Figura 2).

Os resultados indicaram que houve uma pequena diminuicdo do pH de
4,62 para 4,39 com 9 horas de processo, mantendo—se constante até o final do

processo fermentativo.

Figura 2 — Cinética do processo fermentativo descontinuo para producdo de biomassa de S.
cerevisiae CMIAT 170-L7K com 20g/L de agucar hidrolisado, taxa de aeracdo 8 Lar/min e taxa de
agitagcdo 150 rpm.

——Teor de Acucar Redutor (g/L.) ——DBiomassa (g/L) ——pH
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Fonte: dados da pesquisa (2017).
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A fonte de carbono, sacarose hidrolisada, foi quase totalmente consumida
pelo microrganismo e a medida que houve crescimento microbiano, reduziu-se a
concentracdo de acucares redutores no meio.

Um trabalho realizado por Mendes et al. (2013) para producao de
biomassa de levedura de S. cerevisiae em um propagador aerado obteve um Y5 de
0,41 g/g de biomassa de levedura de S. cerevisiae em um processo descontinuo,
suplementado com 30 g/L de glucose com 24 horas de fermentacdo e taxa de
aeracdo 10L/min, sem agitacdo. Assim, comparando o Y desse trabalho com a com
a S. cerevisiae CMIAT L7K/170, Mendes et al. (2007) obteve um Y préximo.

O Yys no processo descontinuo apresentou um valor préximo proposto por
Reed e Nagodawithana (1991 apud MENDES et al.,, 2013) que em condi¢des
estritamente aerdbicas e com todos os parametros controlados (com temperatura,
oxigénio dissolvido, formacao de etanol e consumo de acgucar), o melhor fator de
conversdo (Yx/s) é 0,54 g/g.

4.2 Efeito da vazdo de alimentacdo sobre a producdo de biomassa de S.

cerevisiae CMIAT 170-L7K por processo descontinuo alimentado.

Inicialmente, foram avaliados os efeitos das diferentes vazdes de
alimentacéo (12,5; 15; 20 mL/h) sobre a producédo de biomassa e foram obtidas as
concentracdes de 14,44 g/L, 14,0 g/L e14,23 g/L, respectivamente, com 40 horas de
fermentacéao.

O processo descontinuo permaneceu até as 16 horas com uma
concentracdo de biomassa de 5,9 g/L . A partir desse tempo iniciou-se 0 processo
descontinuo alimentado com vazdo de alimentacdo 12,5 mL/h. A concentracdo de
biomassa foi de 14,44 g/L com 40 horas de processo, triplicando a concentracéo de
biomassa final e duas vezes maior que o processo descontinuo anteriormente citado
(controle) na figura 2. A concentracao final de acUcares redutores totais foi de 1,33
g/L, superior ao controle. Os resultados indicaram que houve uma diminui¢ao do pH
de 4,4 para 4,0 com o consumo de acgUcares até as 16 horas, mantendo-se
constante nessa faixa até o final do processo fermentativo. As condicbes de
fermentac&o estabelecidas apresentou um Y de 0,316 g/g e Pxde 0, 355 (g/L. h™%)
(Figura 3).
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Figura 3 — Cinética do processo fermentativo descontinuo alimentado para producéo de biomassa de
S. cerevisiae CMIAT170-L7K com 20g/L de agucar hidrolisado, vazéo de alimentacdo 12,5 mL/h, taxa

de aerac&o 8 L,/min e taxa de agitacdo 150 rpm. : Inicio da alimentac&o.
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Fonte: dados da pesquisa.

Em seguida foi avaliada uma vazéao de alimentacdo 15mL/h. O processo
descontinuo permaneceu até as 16 horas com uma concentracao de biomassa de
5,8 g/L . A partir desse tempo iniciou-se o processo descontinuo alimentado com
vazéao de alimentacdo 15,0 mL/h. A concentracdo de biomassa foi de 14,0 g/L com
40 horas de processo, aumentando quase trés vezes a concentracao de biomassa
final e duas vezes maior que o processo descontinuo anteriormente citado (controle)
na figura 2. A concentracdo final de aclcares redutores totais foi de 1,19 g/L,
superior ao controle e menor que processo descontinuo alimentado com vazéo 12,5
mL/h. Os resultados indicaram que houve uma diminuicdo do pH de 4,4 para 3,7
com o consumo de acucares até as 16 horas, mantendo-se constante nessa faixa
até o final do processo fermentativo. As condicbes de fermentacdo estabelecidas
apresentou um Y, de 0,278 g/g e P,de 0, 0,348 (g/L. h™) (Figura 4).
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Figura 4 — Cinética do processo fermentativo descontinuo alimentado para producgéo de biomassa de
S. cerevisiae CMIAT170-L7K com 20g/L de aguUcar hidrolisado, vazao de alimentagdo 15,0 mL/h, taxa
de aerac&o 8 L,/min e taxa de agitacdo 150 rpm. : Inicio da alimentac&o.

——Teor de Acticar Redutor (g/L.) —=—Biomassa (g/L) ——pH

20 18
~ 18
« 16
®16 14
s 1
£ 14 123
T 12 2
& 102
= 10
$ g%
s 8 u
< 6 &
36 :
5 4 i 48
T2 I

ha * —= = —a
O = T T T T T T T T (8]
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40
Tempo (h)

Fonte: dados da pesquisa.

Em seguida fora avaliada uma vazao de alimentacdo 20mL/h. O processo
descontinuo permaneceu até as 16 horas com uma concentracdo de biomassa de
4,79 g/L . A partir desse tempo iniciou-se o processo descontinuo alimentado com
vazéo de alimentacao 20,0 mL/h. A concentracdo de biomassa foi de 14,23 g/L com
40 horas de processo, triplicando a concentracdo de biomassa final e duas vezes
maior que o processo descontinuo anteriormente citado (controle), sendo menor
gue processo descontinuo alimentado com vazédo 12,5 mL/h e maior que a vazéo de
15 mL/h. A concentracao final de acucares redutores totais foi de 2,36 g/L, a qual foi
superior a vazao de alimentacdo 12,5 mL/h, 15 mL/h e do controle. Os resultados
indicaram que houve uma diminuicdo do pH de 4,4 para 3,5 com o consumo de
acucares até as 16 horas, mantendo-se constante nessa faixa até o final do
processo fermentativo. As condi¢cdes de fermentacédo estabelecidas apresentou um
Y.s de 0,232 g/g e P, de 0, 0,353 (g/L. h™) (Figura 5).
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Figura 5 — Cinética do processo fermentativo descontinuo alimentado para producao de biomassa de
S. cerevisiae CMIAT170-L7K com 20g/L de aclcar hidrolisado, vazao de alimentacdo 20 mL/h, taxa
de aerac&o 8 L,/min e taxa de agitacdo 150 rpm. : Inicio da alimentac&o.
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Fonte: dados da pesquisa.

Tempo (h)

Todas as vazdes de alimentacdo se mostraram favoraveis por ter

aumentado a concentracdo de biomassa final, mesmo com a um concentracdo de

acucares redutores menor que 3 g/L. Além disso, constata-se que quanto maior a

vazéao de alimentac&o, menor foi 0 Yy, pois aumentou o fator de diluicdo, mas nao

houve um aumento significativo de biomassa de levedura entre as vazbes de

alimentacédo (Tabela 3).

Tabela 3 — Comparacédo do Yx/s e produtividade entre as vazdes de alimentacdo 12.5; 15,0; 20 mL/h
no processo descontinuo alimentado para producdo de biomassa de S. cerevisiae CMIAT 170-L7K
com taxa de aeracdo 8 L/min e taxa agitacdo 150 rpm.

Vazéo de alimentacao Yxis (9/9) Produtividade (g/L. h-1)
(mL/h)
12,5 0,316 0,355
15 0,278 0,348
20 0,232 0,353

Fonte: dados da pesquisa.

Na literatura outros trabalhos que seguiram o0 processo descontinuo

alimentado para aumentar

a produgcdo de biomassa obteram resultados

semelhantes. CHOCIAI et al (2002) estudaram a levedura Phaffia rhodozyma,
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produtora de astaxantina. O processo foi conduzido em batelada alimentada
adicionando um meio de cultura concentrado com 100 g/L, assim, conseguiu
duplicar a producdo de biomassa final e a produtividade em comparacdo ao
processo descontinuo.

CHANG et al (2013) avaliaram a influencia do processo descontinuo e do
processo descontinuo alimentado em leveduras Cryptococcus sp, em meio de
cultura suplementado com hidrolisado de sementes de milho. O processo
descontinuo com 20 g/L de glucose atingiu uma concentracdo de biomassa de 4,0
g/L até 24 horas de fermentacdo. Em seguida, processo descontinuo alimentado,
iniciando a alimentacao quando a concentracdo de agUcares redutores estava com 5
g/L, com uma adicdo de 20 g/L glucose, resultou em uma concentracdo de
biomassa de 8,3g/L.

Mesmo se tratando de leveduras de outro género, € visto que 0 processo
descontinuo alimentado tem realmente a capacidade de aumentar a produtividade
do processo.

Todos o0s processos descontinuos alimentados comecaram acima da
concentracéo critica de glucose e segundo Chopda, Rathore e Gomes (2015) para
poder atingir altas densidades celulares, deve-se manter a concentracdo de acucar
no valor critico durante o processo alimentado para prevenir a formacdo de
subprodutos inibitérios do crescimento, sendo a concentracdo critica de glucose
entre 0,04 até 1g/L.

Biener, Steinkamper, e Horn (2015) testaram a influéncia da concentracao
critica de glucose nos processos fermentativos. Em um biorreator de 20 litros,
comegaram um processo descontinuo com 24 g/L de glucose, com taxa de agitacao
em 1450 rpm e taxa de aeracdo mantendo 25% de oxigénio saturado. Em um
primeiro experimento, o processo descontinuo ficou até 10 horas de fermentagéo,
pois a concentracdo de glucose ja estava bem critica (0,1 g /L), obtendo uma
concentracdo de biomassa de 5 g/L. Apés 10 horas, o processo descontinuo
alimentado com meio de alimentacéo concentrado com 500 g/L glucose e alteragbes
de vazdbes de alimentacdo até 3L/h para manter a concentracdo de glucose no meio
em 0,5 g/L até o final da fermentacdo. Em um segundo experimento, 0 processo
descontinuo ficou até 8 horas de fermentacdo antes que houvesse uma
concentracdo critica de glucose e estava com concentracdo de glucose residual

entre 1 e 3 g/L as 8 horas de fermentacdo. Assim, com a mudanca do inicio da
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alimentagcédo, obteve-se um Y,s trés vezes maior que o0 primeiro experimento
descontinuo alimentado a partir das 10 horas.

Nesse trabalho ndo seria vantajoso comecar 0 processo descontinuo
alimentado entre quatro e oito, pois ocorreria um risco de diminuir a faixa de
seguranca da concentragcdo maxima de glucose que a levedura suporta (20 g/L),
devido a nesses tempos as concentracdes de celulares serem baixas, 0,106 g/L e
0,682 g/L, respectivamente, ndo sendo viavel fornecer glucose se ainda ha uma
concentracdo suficiente para crescimento celular. Entdo com o objetivo de reduzir
custos e manter a seguranca, esperou-se uma condi¢cdo mais baixa de acUcar para
comecar a alimentagdo com maior concentragdo de células. Por isso comegou-se 0
processo descontinuo alimentado com 16 horas. Mas, poderia-se fazer um teste no
processo alimentado desse trabalho, comecando a alimentacédo entre 8 e 16 horas
de fermentagcdo, em um tempo com uma concentracdo de aglcar redutor maior, mas
o horério para tal inicio seria complicado por ser na madrugada.

Além disso, teoricamente o ideal seria manter a concentracdo de acgulcar
redutor em 20 g/L, mas nesse trabalho durante os processos descontinuos
alimentados o teor de acucares redutores ficaram até 2 g/L. Isso € devido o
biorreator utilizado nesse trabalho n&o ter essa capacidade de manter em 20 g/L,
pois seria necessario um sensor on-line de glucose e de um sistema operando em
resposta continua, por exemplo, a medida que a concentracdo de glucose fosse
maior que 20 g/L o sistema n&o adicionaria glucose, mas poderia alterar aeracéo e
agitacdo e quando a concentracdo de glucose fosse menor que 20 g/L o sistema
adicionaria glucose e poderia alterar aeracao e agitacao.

Chopda, Rathore e Gomes (2015) levaram em consideracdo essa
questdo da dindmica da concentracdo de glicose e de oxigénio dissolvido para
aumentar a producao de biomassa. Desenvolveram um estudo utiizando um sistema
de controles no biorreator de 5 litros, inicando o processe descontinuo com 3 g/L de
glucose e quando atingia-se um valor critico de glucose (0,5 g/L) com 4 horas de
fermentagcdo e concentracdo de biomassa em 7 g/L, iniciou-se 0 processo
descontinuo alimentado com um meio de 150 g/L, alterando a vazao para manter a
concentracdo de glucose em 0,5 g/L, ao mesmo tempo alterava-se a taxa de
aeracao para manter a concentracédo de oxigénio dissolvido em 60%, dessa forma a
producédo de biomassa final foi 14 g/L com oito horas de fermentagéo.

Entdo, devido ao processo descontinuo alimentado desse trabalho ter



32

sido realizado por uma metodologia fixa total, ndo alterando vazdo de alimentagdo
de alimentacgéo, agitacdo e aeracédo durante o processo, iSSo causou uma perda de
eficiéncia do processo devido uma falta de controle em tempo real.

Comparando os resultados do controle e processo descontinuo
alimentado desse trabalho, foi possivel aumentar a produtividade, mas apresentou
um menor Yys devido o meio de alimentagcdo ser bastante concentrado, sendo

necessaria uma grande producdo de biomassa para ter um valor maior (Tabela 4).

Tabela 4 — Comparagdo dos resultados entre processo descontinuo (controle) e processo
descontinuo alimentado.

Processo Processo
Variavel descontinuo descontinuo

(controle) alimentado
Biomassa (g/L) 7,65 14,22
Tempo (h) 24 40
Produtividade- P, (g/L. h™) 0,282 0,352

Fonte: dados da pesquisa.

Segundo Venturini Filho et al , 2014 concluiram que S. cerevisiae € capaz
de catabolizar o acucar presente no meio por um metabolismo aerébio e,
preferencialmente, pelo metabolismo anaerébio e em processos com deficiéncia na
aeracao a levedura pode alterar sua rota metabdlica para produzir etanol, reduzindo
0 Yys do processo.

Como no trabalho nao foi feita a andlise de etanol ndo € possivel afirmar a
quantidade de acucar redutor consumido pela levedura pra a producdo de etanol em
vez de biomassa e justificar Yy baixo no processo descontinuo alimentado.

No entanto, alguns trabalhos na literatura quantificaram e fora encontrado
Yys com valores aproximados. Anane, Rensburg e Goérgens (2013) estudaram a
influéncia da taxa de crescimento Saccharomyces cerevisiae recombinante
MH1000pbk10D-glu no processo descontinuo alimentado, dando inicio a alimetagéo
quanto a concetracdode agucar redutor estava esgotado e mantendo na faixa critica
de glucose. O Y,s manteve-se constante em 0,4 g/g, sem producao de etanol, mas
guando o rendimento de etanol em relacao a substrato (Yp/s) foi 0,08 g/g, houve uma
diminuicdo de Yys para 0,24 g/g e producéo de biomassa em 19,48 g/L.

Entdo, € muito importante analisar a influéncias das outras variaveis
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envolvidas no processo como agitacdo, aeracdo, concentracdo de etanol,
concentragdo critica de glucose e etc. Assim, o planejamento experimental foi
realizado para avaliar a influencia das vazdes de alimentacao, alterando-se também

a aeracao e agitacdo no processo.

4.3 Planejamento experimental para producdo de biomassa de S. cerevisiae
CMIAT 170-L7K por processo descontinuo alimentado.

Para o planejamento experimental foi escolhida as vazfes de alimentacéo
com maior fator de diluicdo, 15 mL/h e 20 mL/h com um ponto central de 17,5 mL/h.
Os niveis para as variaveis independentes e as respostas para a producdo de
biomassa, acucar redutor, Yy, e produtividade sdo apresentados na tabela 5.

Observando a tabela 5, o ensaio oito obteve uma maior producédo de
biomassa (15,61 g/L), onde todas as variaveis estdo no nivel maximo (20 mL/h, 10
Larmin € 200 rpm ), porém a concentracdo de acucar redutor foi a mais alta (4,35 g/L),
com um Yys de 0,244 g/g e Px de 0,390 g/L.h™.

O ensaio trés obteve uma menor producao de biomassa (11,83 g/L), onde
a vazao de alimentacdo no nivel minimo (15 mL/h), aeracdo no nivel méximo (10
Lavmin) © agitagdo no nivel minimo (150 rpm). A concentracdo de acucar redutor foi
3,34 g/L, com um Yys de 0,229 g/g e Px de 0,295 g/L.h™* (Tabela 5).

Analisando os ensaios trés e quatro uma maior aeracao e menor agitacao
houve uma reducdo na producdo de biomassa, 11,83 g/L e 13,34 glL,
respectivamente. Mas nos ensaios cinco e seis quando diminuiu a aeracdo e
aumentou a agitacdo aumentou a producéo de biomassa, 12,08 g/L e 14, 14 g/L
(Tabela 5). Assim, nos ensaios trés e quatro pode ser que tenha ocorrido o efeito da
pelicula da bolha, segundo Teixeira e Fonseca, (2007) afirmam que o aumento da
velocidade de agitacdo reduz a espessura do filme de liquido estagnado, assim
como o tamanho das bolhas, causando um aumento na transferéncia de oxigénio.

Dessa forma, um processo fermentativo com agitacdo e aeracao
eficientes permite uma maior producdo de biomassa em processos aerobicos, pois
segundo Doran et al. (1995) a agitacdo no meio pelo impelidor contribui para uma
maior dispersdo das bolhas, que consequentemente aumenta a concentracdo de
oxigénio no meio, 0 qual é necesséario para processos fermentativos aerodbicos.

Porque na mitocondria, o oxigénio sera receptor final dos elétrons gerados na
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glicolise e ciclo de Krebs que produzira energia na forma de ATP, cujas reacdes para
multiplicacdo de biomassa microbiana dependem dessa molécula (SCHIMIDELL,
2001).

Tabela 5 — Efeito das diferentes vazfes de alimentacdo, aeracdo, agitacdo sobre as variavel
dependentes biomassa, acucar residual, rendimento e produtividade.

. \/azéo d% Aeracdo |Agitacdo |Biomassa Agpdcarl Yys P,
Ensaio alimentacéao residua

e (PRSI (LR [T @/L) (9/9) | (g/Lh)
1 -1 -1 -1 1399+1,2 1,19+0,1 0,280 0,349
2 +1 -1 -1 14,23+0,6 2,36x0,2 0,232 0,353
3 -1 +1 -1 11,83+£1,2 3,34x1,0 0,229 0,295
4 +1 +1 -1 13,34 +0,7 2,45+0,3 0,208 0,333
5 -1 -1 +1 12,08+2,2 155+0,7 0,232 0,302
6 +1 -1 +1 1414+2,0 2,06+19 0,230 0,353
7 -1 +1 +1 12,84+04 232+16 0,236 0,321
8 +1 +1 +1 1561+£1,2 435%x19 0,244 0,390
9 0 0 0 12,67+£09 2,71+0,2 0,224 0,316
10 0 0 0 13,15+0,7 2,46+0,8 0,234 0,328
11 0 0 0 13,23+£0,5 3,49x0,2 0,230 0,330

Fonte: dados da pesquisa.

4.4 Andlise de efeitos e varidancia do modelo do planejamento experimental
para producdo de biomassa de S. cerevisiae CMIAT 170-L7K por processo

descontinuo alimentado.

Utilizando o “Software Statistica 10.0” foi feita a analise de efeitos e
analise de variancia do modelo de cada variavel independente, com valores
codificados, em relacdo a producdo de biomassa de levedura, rendimento e
produtividade.

Os efeitos, erro padrdo, valores de t e p-valor de cada variavel
independente para a produgéo de biomassa de levedura encontram-se na tabela 9.

Nesse planejamento, as variaveis aeracdo e agitacdo mostraram um
efeito ndo significativo ao nivel de confianca de 90% para producdo de biomassa,
mas a vazao de alimentacao, vazao de alimentagao x agitacao e aeracao x agitacéao

foram significativas, interferindo positivamente na producdo de biomassa, pois
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Tabela 6 — Efeitos estimados das variaveis independentes no planejamento experimental para

producédo de biomassa.

Fatores Efeitos Erro t(2) P
padrao

Média 13,01667 0,174865 74,43836 0,000180
Vazéo de alimentagéo (L) 1,62000 0,214165 7,56426 0,017032
Vazao de alimentacgéo (Q) 0,95667 0,41009 2,3327 0,14486
Aeracgéo -0,18000 0,214165 -0,84047 0,489109
Agitacao 0,34500 0,214165 1,61091 0,248504
Vazéo de alimentag&o x 0,52000 0,214165 2,42803 0,135890
Aeracéo

Vazéo de alimentag&o x 0,79500 0,214165 3,71209 0,065519
Agitacao

Aeracgao x Agitacao 1,29500 0,214165 6,04674 0,026277

Nivel de confianca = 90%; p-valor < 0,10; R? = 0,97922
Fonte: dados da pesquisa.

Observou-se que o coeficiente de correlacdo obtido (R* = 0,97) foi
altamente significativo, mostrando que o uso de uma maior vazao de alimentac&o no
processo descontinuo alimentado permitiu uma melhor resposta na producdo de
biomassa. E a variavel vazao de alimentacao teve um efeito mais significativo que a
interacdo vazao de alimentacdo x agitacdo e aeracdo x agitacdo na resposta de
producao de biomassa.

A interacdo entre vazao de alimentacdo x agitacdo demonstrou que para
aumentar a producdo de biomassa de levedura, fazendo uso de alta vazédo de
alimentacéo, € necessaria a aplicacédo de altas taxas de agitacdo. E o efeito positivo
daa interacdo aeracao x agitacao evidenci que o uso de altas taxas dessas variaveis
promove um aumento da transferéncia de oxigénio, pois isso favorece a producéo
de biomassa aumentando a concentracdo de oxigénio dissolvido no meio, visto que
obteve uma efeito mais significativo que a interacdo vazdo de alimentacdo X
agitacao.

A andlise de variancia na tabela 7 mostrou que 0 Fcaculado = 138,69 para a
regressao foi altamente significativo, sendo maior, aproximadamente, 27 vezes que 0
valor de Fiupeiado = 5,26, com um R?=0,9792, mostrando que 97,9 % dos resultados

podem ser explicados pelo modelo. Além disso, o0 modelo pode ser considerado
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preditivo, pois 0 Fcaculado = 0,59 da falta de ajuste foi inferior ao Fiapelado = 8,52.

Tabela 7 — Analise de variancia para a producéo de biomassa de levedura.

Fonte de Soma Grau de Quadrado | Fcaiculado | Ftabelado
variacao Quadratica Liberdade Médio
Regressao 11,20976 7 11 138,69 5,2661
Residuos 0,23792 3 0,07931
Falta de 0,05445 1 0,054450 0,5935 8,5263
ajuste
Erro puro 0,18347 2 0,091733
Total 11,44767 10
R2=0,97922

Fonte: dados da pesquisa.

Assim, 0 modelo seguiu o foi proposto por Box e Wetz (1973) que para
uma regressdo ser significativa estatisticamente e para fins preditivos, o valor do
Fcalculado Para a regressao deve ser no minimo quatro vezes maior que 0 Fiapelado €
para a falta de ajuste em relacdo ao erro puro deve apresentar o menor valor
possivel, porque um Fgacuado Muito grande indica falta de ajuste dos dados ao
modelo obtido.

Os efeitos estimados, erro padrdo, valores de t e p-valor para Yys
encontram-se na tabela 8.

Nesse planejamento, a variavel vazao de alimentacao, aeracao, interacao
vazéo de alimentacéo x agitacdo e aeracao x agitacao obtiveram um p-valor < 0,10,
mostrando um efeito significativo ao nivel de confianca de 90% para 0 Yys, sendo

gue a vazao de alimentacado e aeracgao interferiram negativamente.

Tabela 8 — Efeitos estimados das variaveis independentes no planejamento experimental para 0 Y.

Fatores | Efeitos | Erropadrdo | t(2) | p

Média 0,229333 0,002906 78,91901 0,000161
Vazéo de alimentacao (L) -0,015750 0,003559 -4,42537 0,047457
Vazéo de alimentacéo (Q) 0,014083 0,006815  2,06652 0,174745
Aeracio -0,014250 0,003559 -4,00390 0,057089
Agitacao -0,001750 0,003559 -0,49171 0,671594
Vazao de alimentagdo x 0,009250 0,003559  2,59903 0,121617
Aeraco

Vazao de alimentagéo x 0,018750 0,003559  5,26830 0,034192
Agitacao

Aeracéo x Agitacdo 0,023250 0,003559 6,53269 0,022640

Nivel de confianca = 90%; p-valor < 0,10; R*= 0,971

Fonte: dados da pesquisa.
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Observou-se que o coeficiente de correlacdo obtido (R?> = 0,97) foi
altamente significativo, mostrando que o uso de uma menor vazéo de alimentacédo e
aeracdo no processo descontinuo alimentado permite uma melhor resposta para
Yws. A varidvel vazao de alimentacdo teve um efeito maior que a aeragdo e menor
que a interacdo vazao de alimentacdo x agitacdo e aeracdo X agitacao na resposta
producdo de biomassa.

A interacdo entre vazao de alimentacdo x agitacdo demonstra que para
aumentar a producdo de biomassa de levedura fazendo uso de baixa vazdo de
alimentacéo e baixa taxa de agitacdo permitiu um feito positivo para Yys. A interacéo
aeracao x agitacdo com valores negativos foi favoravel quando se usou uma menor
vazéao de alimentacéo, resultando um efeito significativo positivo para Yys.

Como ja& foi discutido anteriormente, quanto maior a vazdo de
alimentacdo, menor 0 Yys, pois aumentou o fator de diluicdo, mas ndo houve um
aumento significativo de biomassa de levedura entre as vazdes de alimentagao.

A andlise de variancia na tabela 9 mostrou que 0 Fcaculado = 75,0 para a
regressao foi altamente significativo, sendo maior que o valor de Fipelado = 5,26,
aproximadamente 15 vezes, com Rz = 0,97, mostrando que 97,% dos resultados
podem ser explicados pelo modelo. Além disso, 0 modelo pode ser considerado
preditivo, pois 0 Fcacuado = 1,44 da falta de ajuste foi inferior ao Fiapelado = 8,52.

Seguindo também o que foi proposto por Box e Wetz (1973).

Tabela 9 — Andlise de variancia para a resposta Yx/s.

Fonte de Soma Grau de Quadrado
variacdo guadrética Liberdade Médio F calculado | F tabelado
Regressao 0,002972 7 0,002972 102 5,2661
Residuos 0,000087 3 0,000029
Falta de
ajuste 0,000036 1 0,000036 1.44 8.52632
Erro puro 0,000051 2 0,000025
Total 0,003059 10
R2= 0,971

Fonte: dados da pesquisa.

Os efeitos estimados, erro padrdo, valores de t e p-valor para
produtividade encontram-se na tabela 10. Como era esperado a produtividade se
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Tabela 10 — Efeitos estimados das variaveis independentes no planejamento experimental para

produtividade.
Fatores Efeitos Erro padrao t(2) p

Média 0,324667 0,004372 74.26680 0,000181
Vazdo de alimentagao (L) 0,040500 0,005354 756426 0,017032
Vazdo de alimentagao (Q) 0,024667 0,010252  2.40595 0,137901
Aeragao -0,004500 0,005354 -0,84047 0,489109
Agitacdo 0,009000 0,005354 168095 0234793
Vazéo de alimentagao x 0,013000 0,005354  2,42803 0,135890
Aeracao

Vazao de alimentagao x 0,019500 0,005354 3.64205 0,067810
Agitacao

Aeracao x Agitagao 0,032500 0,005354 607008 0,026083

Nivel de confianca = 90%; p-valor < 0,10; R? = R2= 0,979
Fonte: dados da pesquisa.

A andlise de variancia na tabela 11 mostrou que 0 Fcaculado = 143 para a
regressao foi altamente significativo, sendo maior, aproximadamente, 27 vezes que 0
valor de Fipelado = 5,26, com um R?=0,979, mostrando que 97,9 % dos resultados
podem ser explicados pelo modelo. Seguindo também o que foi proposto por Box e
Wetz (1973).

Tabela 11 — Andlise de variancia para produtividade.

Fonte de Soma Grau de Quadrado F F
variacdo | quadrética | Liberdade Médio calculado | tabelado
Regressdo 0,007026 7 0,007026 143 5,2661
Residuos  0,000147 3 0,000049
Falta de 0,000032 1 0,000032 0,5614 8,526
ajuste
Erro puro 0,000115 2 0,000057
Total 0,007319 10

Nivel de confianca = 90%; p-valor < 0,10; R? = R2= 0,979
Fonte: dados da pesquisa.
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5 CONCLUSAO

O processo descontinuo alimentado é o regime mais adequado para
producdo de maiores concentracfes de biomassa desta linhagem Saccharomyces
cerevisiae, sendo 0s parametros que alcancaram uma maior producao de biomassa
(15,61 g/L) foram: vazao de alimentacdo de 20 mL/h, taxa de aeracdo de 10 La/min

e taxa de agitacao de 200 rpm.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Seria interessante avaliar o crescimento da levedura um processo
descontinuo alimentado com uma alimentagdo um pouco antes das 16 horas,
quantificar a producéo de etanol nos processos fermentativos, utilizar baixas vazdes
de alimentacéo, mas tentando controlar quando possivel a concentragdo de oxigénio
dissolvido durante o processo fermentativo com auxilio de um sensor de DO e
realizar experimentos com suspensdes células viaveis da levedura em frutos pos-

colheita para impedir o crescimento dos fitopatogenos.
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