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RESUMO 

O soro do leite é considerado um dos resíduos mais poluentes da indústria alimentícia, 

sendo seu tratamento um processo altamente dispendioso. Uma alternativa para a sua 

reutilização é a aplicação para a obtenção de produtos biotecnológicos. O objetivo deste 

trabalho foi otimizar as condições de produção de biomassa celular da levedura S. 

boulardii em sistema descontínuo, utilizando permeado de soro de leite. Foi aplicado um 

planejamento experimental DCCR (delineamento composto central rotacional), tendo 

como resposta a biomassa celular, com o intuito de avaliar o efeito de quatro variáveis 

sobre a resposta de biomassa celular. Foram realizadas fermentações com diferentes 

valores de pH, concentrações de sulfato de amônio e permeado. Foram realizadas dois 

ensaios com aeração ao meio fermentativo, objetivando o aumento na produção de 

biomassa celular. O maior valor de biomassa celular obtido no DCCR foi de 40,06 gL-1, 

sob as seguintes condições: 7,5 gL-1 de sulfato de amônio, 1,25 gL-1 de sulfato de 

magnésio, 1,5 gL-1 de fosfato monobásico de potássio e 180 gL-1 de permeado, 30ºC, 

agitação de 100 rpm e pH 5,5. O valor de pH investigado que favoreceu a produção de 

biomassa celular foi 4,5.  As concentrações de permeado que favoreceram a produção de 

biomassa estão compreendidas na faixa de 180 à 220 gL-1. Assim, o estudo demonstrou 

que o permeado de soro de leite é um resíduo com grande potencial na produção de 

biomassa celular utilizando a levedura S. boulardii, mostrando-se como alternativa ao 

descarte deste, reduzindo os impactos negativos ao meio ambiente e diminuindo os 

custos de tratamento deste efluente para as indústrias. 

 

Palavras-chave: Saccharomyces boulardii, suplementação, permeado de soro de leite 
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EFFECT OF NUTRIENT SUPPLEMENTATION AND WHEY PERMEATE 
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ABSTRACT 

 

Whey is considered one of the most polluting waste from the food industry, and its 
treatment a highly expensive process. An alternative for its reuse is applied to 
obtain biotechnological products. The objective of this study was to optimize the 
cell biomass production conditions of S. boulardii yeast in a batch system, using 
whey permeate. An experimental design was applied DCCR (a central composite 
design), and in response to cellular biomass, in order to evaluate the effect of four 
variables on cell biomass response. Fermentations were carried out at different 
pH, ammonium sulfate concentrations, and permeate. Two experiments with 
aeration to the fermentation medium were performed, aiming to increase the 
production of cell biomass. The highest cell biomass obtained in DCCR was 40,06 
gL-1, under the following conditions: 7,5 gL-1 of ammonium sulfate, 1,25 gL-1 of 
magnesium sulfate, 1,5 gL-1 of monobasic potassium phosphate and 180 gL-1 of 
permeate, 30°C, agitation 100 rpm and pH 5,5. The investigated pH that favored 
the production of cell biomass was 4,5. The permeate concentrations which 
favored the production of biomass are included in the range of 180 to 220 gL-1. 
Thus, the study demonstrated that the whey permeate is a residue having great 
potential in producing cellular biomass using the yeast S. boulardii, showing how 
to dispose of this alternative, reducing negative impacts on the environment and 
decreasing costs for wastewater treatment industries. 
 

Keywords: Saccharomyces boulardii, supplementation, whey permeate 
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Capítulo 1 – INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Contextualização 

O soro do leite é considerado um dos resíduos mais poluentes da indústria 

alimentícia, sendo seu tratamento um processo altamente dispendioso. A sua 

utilização para obtenção de produtos biotecnológicos pode ser uma alternativa ao 

descarte, reduzindo os impactos negativos ao meio ambiente e diminuindo os 

custos de tratamento de efluentes. Desse modo, o processo de ultrafiltração 

surgiu como uma alternativa para a geração de produtos e subprodutos a partir do 

soro de leite, dentre os quais se encontra o permeado de soro de leite. Ao longo 

deste trabalho, ele será denominado apenas de permeado. 

O permeado resultante do processo de ultrafiltração compõe-se 

principalmente por lactose e sais minerais, e pode ser utilizado como substrato 

em processos fermentativos com leveduras objetivando a produção de biomassa 

microbiana. A biomassa pode ser utilizada na obtenção de proteína microbiana e, 

portanto, pode ser uma fonte adicional da alimentação humana, uma vez que a 

escassez de alimentos proteicos tem grande destaque no cenário mundial. A 

produção de biomassa microbiana apresenta vantagens em comparação às 

fontes convencionais de proteínas, tais como o alto conteúdo proteico dos micro-

organismos, a produção contínua e independente das condições climáticas e o 

seu crescimento em curto espaço de tempo. 

Nesse cenário, a levedura Saccharomyces boulardii surge como alternativa 

para a produção de biomassa microbiana por meio de processos fermentativos, 

utilizando o permeado como substrato para o seu crescimento. Apesar de ser 

uma levedura probiótica amplamente utilizada na forma de medicamento, poucos 

estudos relatam a produção de biomassa celular a partir da S. boulardii. 

Diante do exposto, este estudo apresenta a potencialidade de 

reaproveitamento do permeado de soro de leite na produção de biomassa 

microbiana, a partir da otimização das condições de cultivo da levedura 

Saccharomyces boulardii  no processo fermentativo em sistema descontínuo. 
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1.2 Objetivos da pesquisa 

 

1.2.1 Objetivo Geral 

Otimizar as condições do processo fermentativo de produção de biomassa 

de S. boulardii em sistema descontínuo utilizando permeado de soro de leite 

como substrato.  

 

1.2.2 Objetivos específicos 

 

• Avaliar o efeito da concentração de permeado e de suplementação de sais 

por meio de um DCCR; 

• Avaliar a influência do pH; 

• Avaliar a razão entre fonte de carbono e nitrogênio; 

• Avaliar a concentração limitante de permeado no processo fermentativo; 

• Avaliar a adição de oxigênio ao processo fermentativo; 

• Avaliar a cinética da fermentação obtida nas condições ótimas por meio 

da estimação dos parâmetros cinéticos e estequiométricos da reação; 

• Realizar a modelagem matemática do processo; 

• Simular o sistema descontínuo. 
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Capítulo 2 – REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 O soro do leite 

O soro do leite é resultante da separação da porção aquosa do coágulo do 

leite durante a fabricação do queijo e obtenção da caseína, correspondendo a 

cerca de 90% do volume do leite processado (SISO, 1996; RAJESHWARI et al., 

2000). Conforme Prazeres et al. (2012), as características do soro dependem da 

origem animal, do tipo de leite, e , portanto da alimentação, saúde, reprodução e 

estágio de lactação do animal (DE WIT, 2001). 

O soro do leite é constituído por água, lactose, proteínas, sais minerais, 

ácido lático e gorduras (MIZUBUTI, 1994; PANESAR & KENNEDY, 2012; 

PRAZERES et al., 2012). As concentrações médias dos compostos são 

apresentadas na Tabela 2.1, conforme valores obtidos da literatura 

(KOSIKOWSKI, 1979; ZALL, 1984; MORR, 1985; GHALY & BEN, 1995; SISO, 

1996; FLORENTINO, 2006; FLORÊNCIO et al., 2007; PRAZERES et al., 2012). 

De acordo com Prazeres et al. (2012), também estão presentes ácido cítrico, 

ureia ou ácido úrico, vitaminas do grupo B, além de outros (KOSIKOWSKI & 

WIERZBICKI, 1973; KOSIKOWSKI, 1979; GARCÍA BILBAO, 1981; PANESAR et 

al., 2007). A quantidade de água presente no soro pode alcançar 95%, e de 

sólidos totais alcança até 7%, dos quais 70-80% correspondem à lactose e 10-

14% correspondem a proteínas. Isso mostra o potencial nutricional do soro de 

leite, impulsionando a sua valorização por meio de tecnologias eficientes na 

recuperação desses componentes. 

Tabela 2.1: Composição média do soro do leite 

Componente % (v/v) (a) % (p/v) (b) % (p/p) (c) 

Água 90 – 95 - - 

Sólidos Totais - 5 – 7 - 

Lactose - 4,5 – 6 70 – 80 

Proteínas - 0,6 – 1 10 – 14 

Minerais - 0,5 – 1 8 – 10 

Gorduras - 0,06 – 0,5 2 – 5 
(a) volume por volume; (b) peso por volume; (c) peso por peso 

Fonte: Adaptado de Kosikowski (1979); Zall (1984); Morr (1985); GHALY & BEN (1995); Siso (1996); 

Florentino (2006); Florêncio et al., (2007); Prazeres et al., (2012) 
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As características físico-químicas do soro do leite (pH, matéria orgânica, 

nitrogênio total, dentre outras) o tornam um dos efluentes industrias de maior 

impacto ambiental. Os seus valores de demanda química de oxigênio (DQO), 

demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e carbono orgânico total (TOC), além do 

nitrogênio total (TN) estão apresentados na Tabela 2.2, conforme dados obtidos 

da literatura (MARWAHA & KENNEDY, 1988; BEN-HASSAN & GHALY, 1994; 

COSTA, 1995; SISO, 1996; FARRO, 2003; GHASEMI et al., 2009). 

O teor de matéria orgânica do soro de leite ocorre principalmente pela 

presença da lactose, seguida das proteínas. Também contribuem com os níveis 

de contaminação: os sólidos suspensos, as concentrações de fósforo e de 

gorduras (PRAZERES et al., 2012). 

A coagulação do leite pode gerar dois tipos de soro, de acordo com as 

tecnologias utilizadas na precipitação da caseína: o soro doce, obtido por ação 

enzimática, cujo pH encontra-se entre 6,0 e 6,8; e o soro ácido, obtido por 

acidificação, cujo pH está entre 4,4 e 4,6 (MORR, 1990; FLORENTINO, 2006;  

FLORÊNCIO et al., 2007).  

Tabela 2.2: Características efluentes do soro do leite 

Parâmetro Concentração (gL-1) 

Açúcar total 28 

DQO total 50 – 100 

DQO solúvel 42,26 

DBO 27 – 60 

TOC 28,85 

TOC solúvel 21,6 

TN 1,58 – 2 

DBO5/DQO >0,5 

Fonte: Adaptado de Marwaha & Kennedy, (1988); Ben-Hassan & Ghaly (1994); Costa, (1995); Siso, (1996); 

Farro, (2003);  Ozmihci & Kargi (2006); Ghasemi et al., (2009); Prazeres et al., (2012) 

 

Quando liberado no meio ambiente, o soro do leite pode causar o 

esgotamento do oxigênio dos corpos hídricos, afetando a vida aquática 

(PANESAR & KENNEDY, 2012), além da impermeabilização, toxicidade e 

eutrofização do solo (PRAZERES et al., 2012). Além do impacto ambiental gerado 

por seu despejo inadequado (KOSIKOWSKI, 1977; SONG et al., 2007;  EL-

KHAIR, 2009), algumas indústrias de manufatura de queijo apresentam grandes 

custos de tratamento dos efluentes de soro de leite.  
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Nesse contexto, algumas indústrias vêm reutilizando o soro do leite na 

produção de sorvetes, iogurtes, bebidas carbonatadas e lácteas, ricota, 

concentrado proteico, sopas, molhos de carne e salsicha, alimentos dietéticos, 

produtos de panificação e biscoitos (BRANDÃO, 1994; CARMINATTI, 2001; 

SMITHERS, 2008). 

Em virtude da disponibilidade de lactose e nutrientes essenciais para o 

crescimento de micro-organismos, o uso do soro do leite tem sido promissor na 

produção de diferentes bioprodutos (YALCIN et al., 2009). 

Para que a utilização do soro do leite em processos biotecnológicos seja 

eficiente, os componentes de interesse são adequadamente separados por meio 

de tecnologias de separação por membranas. Em geral, o soro passa por 

processo de ultrafiltração, obtendo-se duas frações: o concentrado ou retentado, 

que é rico em proteínas e gorduras; e o permeado, rico em lactose e sais 

minerais. 

O concentrado possui valor econômico significativo, já que tem sua 

aplicação comercial definida na produção de concentrado proteico de soro do leite 

ou whey protein concentrate, que é utilizado como suplemento alimentar para o 

consumo humano (MORR, 1985; SMITHERS, 2008). O valor nutricional da 

proteína do soro de leite é considerado elevado, superando em aproximadamente 

15% o valor proteico do ovo. 

O permeado possui menor aplicação no setor industrial e valor econômico 

reduzido, devido à sua composição menos interessante do ponto de vista 

nutricional (MOULIN & GALZY, 1984; MARWAHA & KENNEDY, 1988; 

SCHEPERS et al., 2006; PANESAR & KENNEDY, 2012). Por outro lado, a 

utilização do permeado em bioprocessos como a fermentação a etanol tem 

ganhado destaque (DOMINGUES et al., 1999; DRAGONE et al., 2009; 

SANSONETTI et al., 2009).  

 

2.2 Caracterização do permeado de soro de leite 

Os teores dos elementos nutricionais e parâmetros físico-químicos que 

caracterizam o permeado variam em função da tecnologia de separação por 

membrana aplicada para concentrar a proteína do soro do leite – ultrafiltração, 
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diafiltração ou nanofiltração. Em média as composições dos principais elementos: 

lactose, sais minerais, proteínas, gorduras e vitaminas dos complexos A, B e C, 

variam, conforme apresentado na Tabela 2.3. 

Tabela 2.3: Composição média do permeado de soro do leite 

Componente Quantidade (mg 100 g-1 matéria seca) % (p/p) 

Lactose - 70 – 85 

Minerais - 6 – 20 

Proteínas - 0,5 – 3 

Gorduras - <0,1 – 2 

Cálcio 490 - 

Sódio 429 - 

Fósforo 480 - 

Manganês 90 - 

Potássio 40 - 

Zinco 30 – 33 - 

Ferro 3 – 11 - 

Cobre 1 – 3 - 

Vitamina A 80 - 

Riboflavina (B2) 15 – 20 - 

Piridoxina (B6) 5 – 10 - 

Tiamina (B1) 5 – 6 - 

Cobalamina (B12) 0,02 – 0,05 - 

Vitamina C 20 – 40 - 

Pantotenato de calico (B5) 50 – 60 - 

Biotina (B8) 0,1 – 0,3 - 

Fonte: Adaptado de Moulin & Galzi (1984); Sooro LTDA 

 

2.3 Aplicações do soro do leite e do permeado 

O soro tem sido amplamente reaproveitado na fabricação de ricota, 

bebidas lácteas, soro em pó, concentrado proteico e lactose. As aplicações do 

permeado como reaproveitamento são diversas, tais como na produção de 

bebidas à base de permeado (VOJNOVIÉ et aI., 1993), em produtos de 

panificação (COSTA, 1995; DIXON, 2008; GERDES, 2011), no isolamento de 

compostos bioativos (MANNUCCI, 2009) e na obtenção do lactitol e lactulose 

(ZADOW, 1986; RENNER & EL-SALAM, 1991; YANG & HUANG; 1995).  

A valorização do soro do leite e do permeado também tem sido alcançada 

com aplicações em processos fermentativos, tais como a fermentação para a 

obtenção de etanol (DOMINGUES et al., 1999; KOURKOUTAS et al., 2002; 

ZAFAR & OWAIS, 2006; OZMIHCI & KARGI, 2007a; OZMIHCI & KARGI, 2007b; 
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DRAGONE et al., 2009; SANSONETTI et al., 2009), a fermentação para a 

obtenção de hidrogênio (YANG et al., 2007; AZBAR et al., 2009; AZBAR & 

DOKGOZ, 2010) e fermentação para a obtenção de ácido lático (VASALA et al., 

2005; SCHEPERS et al., 2006; GONZÁLEZ et al., 2007). Além dessas 

fermentações, a disponibilidade de lactose presente no soro e no permeado têm 

favorecido a produção de butanol, glicerol, enzimas β-galactosidase e 

poligalactorunase, metano, vitaminas do complexo B, aminoácidos glutâmico, 

lisina e treonina, polissacarídeos goma xantana, dextrano, manana e pululana, 

ácidos propiônico, acético, cítrico e butírico, e proteína unicelular (YANG & 

HUANG; 1995; DOMINGUES et al., 1999; GHALY et al., 2005; SILVEIRA et al., 

2005; INGLET et al., 2006; SONG et al., 2007; PANESAR & KENNEDY, 2012). 

Diversas leveduras têm capacidade de fermentar a lactose, dentre as quais 

se destacam a Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Kluyveromyces 

fragilis e Saccharomyces marxianus (PONSANO & CASTRO-GOMEZ, 1995; 

GHALY & EL-TAWEEL, 1997; SANTIAGO et al., 2004; SILVEIRA  et al., 2005; 

KARGI & OZMIHEI, 2006; ZAFAR & OWAIS, 2006; DRAGONE et al., 2009). 

Silveira et al., (2005) investigaram o efeito do nível de oxigênio e da 

concentração de lactose no metabolismo da K. marxianus UFV-3, utilizando o 

permeado como substrato. Observou-se que o aumento na concentração de 

lactose aumentou o rendimento de etanol e reduziu a produção de células. Todos 

os níveis de oxigênio investigados mostraram uma tendência de saturação da 

taxa de produção de etanol acima de 65 gL-1 de lactose. 

Zafar e Owais (2006) utilizaram a K. marxianus no estudo da cinética da 

produção de biomassa e etanol a partir do soro do leite. A levedura metabolizou 

grande parte da lactose em 22 horas, fornecendo 8,9 gL-1 de biomassa e 0,10 gL-1 

de etanol. A taxa de crescimento atingiu o valor máximo de 0,157 h-1 durante a 

fase exponencial, e diminuiu significativamente após 12 horas de fermentação. Os 

autores sugeriram um efeito inibidor do etanol sobre a taxa de crescimento devido 

à relação entre e a concentração de etanol e a taxa de crescimento específico. 

Inglet et al. (2006) utilizaram o permeado como um meio alternativo para o 

cultivo de micélio do cogumelo comestível Lentinus edodes. O objetivo foi otimizar 

as condições de cultivo em estado sólido, avaliando como resposta a taxa de 
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crescimento micelial representada pela taxa de extensão radial (mm d-1). Foram 

estudados diferentes concentrações de substrato (40 a 60 g de lactose L-1), 

temperatura (20 a 30 °C) e pH (4 a 6). Os resultados mostraram que as melhores 

condições foram: 40 gL-1 de lactose, 23,6 °C e pH 5,0 para o crescimento máximo 

de 6,41 ± 0,47 mm d-1. 

Song et al., (2007) utilizaram o permeado como substrato para o cultivo do 

micélio do fungo Ganoderma lucidum, que pode ser utilizado na gastronomia e na 

produção de medicamentos. Foram avaliadas as concentrações de substrato (25 

a 45 g de lactose L-1), pH (3,5 a 5,5) e temperaturas (25 a 35 °C). Os resultados 

mostraram que a temperatura e o pH afetam significativamente o crescimento do 

micélio, diferentemente da concentração de lactose. As condições previstas para 

a máxima taxa de extensão radial (17,6 ± 0,4 mm d-1) ocorreram a 29,4°C e pH 

4,4. 

Espinosa-Gonzalez et al., (2014) estudaram a produção de biocombustível 

por microalgas Chlorella protothecoides utilizando o permeado do soro de leite. 

Os experimentos foram conduzidos em sistema descontínuo e descontínuo 

alimentado, utilizando-se 182 gL-1 de lactose, pH 5,5, e adição de nutrientes como 

o fósforo, magnésio e cálcio. A produção de biomassa alcançou 9,1 ± 0,2 gL-1 em 

sistema descontínuo, e 17,2 ± 1,3 gL-1 em descontínuo alimentado. 

 

2.4 Produção de biomassa celular microbiana 

Após a Segunda Guerra Mundial, os alemães foram os pioneiros na 

utilização de micro-organismos de interesse nutricional na alimentação humana e 

animal. Esses micro-organismos, denominados de biomassa celular microbiana, 

quando produzidos para o consumo humano ou animal são também conhecidos 

como proteína de organismo unicelular ou Single Cell Protein – SCP, termo que 

surgiu em 1968 no Instituto de Tecnologia de Massachusetts (ANUPAMA & 

RAVINDRA, 2000; ROEPCKE, 2007).  

A produção de SCP para o consumo humano é um assunto relevante para 

a comunidade científica e para as indústrias. Esse fato deve-se especialmente ao 

acelerado crescimento populacional, a disponibilidade de matérias-primas, bem 



 
 

19 
 

como a manutenção da biodiversidade (GILLAND, 2002; WOLF et al., 2003; 

BEKATOROU et al., 2006). 

A produção de SCP por fermentação da lactose tem sido alvo de estudos 

há muitos anos (MAIORELLA & CASTILLO, 1984; HUANG & KINSELLA, 1986; 

CHAMPAGNE et al., 1990; GHALY et al., 1992; INCHAURRONDO et al., 1994; 

KITAMOTO & NAKAHARA, 1994). Segundo Boze et al. (1995), diversos gêneros 

de micro-organismos podem ser utilizados na produção de SCP, como as 

leveduras, os fungos, as bactérias e as algas. Contudo, é importante ressaltar que 

a aceitabilidade de um micro-organismo na dieta humana ou animal depende de 

sua segurança alimentar e de seu valor nutricional (JAY, 1996). 

 A composição média de proteínas e outros componentes disponibilizados 

por esses micro-organismos são apresentados na Tabela 2.4, conforme Miller & 

Litsky (1976). Ressalta-se que a maior dificuldade na consolidação do SCP na 

alimentação humana está na relevante quantidade de ácidos nucleicos, já que a 

ingestão excessiva desses elementos pode causar a precipitação de ácido úrico 

provocando sérios problemas de saúde, como gota ou cálculo renal. 

Tabela 2.4: Composições médias de diferentes gêneros de micro-organismos 

 % (peso seco) 

Componente Levedura Bactéria Fungo Alga 

Proteínas 45-55 50-65 30-45 40-60 

Gorduras 2-6 1-3 2-8 7-20 

Ácidos Nucleicos 6-12 8-12 7-10 3-8 

Cinzas 5-10 3-7 9-14 8-10 

 Fonte: Miller & Litsky (1976) 

Para um micro-organismo ser considerado ideal na produção de SCP, ele 

deve apresentar características, tais como: boa digestibilidade e atoxicidade, alto 

rendimento de biomassa, alta afinidade pelo substrato, habilidade em desenvolver 

alta densidade celular, baixo teor de ácidos nucleicos, além de pouca demanda 

nutricional para o seu crescimento (ROEPCKE, 2007). 

ANUPAMA & RAVINDRA (2000) ressaltam a utilização de leveduras por 

suas altas taxas de crescimento, pela facilidade de separação do meio 

fermentativo, devido as maiores dimensões celulares e capacidade de floculação. 
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E, por suprirem suas necessidades por carbono e nitrogênio a partir de diversas 

matérias-primas consideradas resíduos das indústrias alimentícias e agroindústria 

(SALICETI-PIAZZA et al., 1992; CHANDA & CHAKRABARTI, 1996; RHISHIPAL & 

PHILIP, 1998; SINGH, 1998; RAJOKA et al., 2006). 

As leveduras raramente são tóxicas ou patogênicas, possuem maior 

aceitação pelos consumidores frente aos demais micro-organismos, e são os 

mais estudados e utilizados para a produção de proteínas (BOZE et al., 1995). 

Além de fonte de proteínas e gorduras, as leveduras fornecem quantidades 

significativas de carboidratos, minerais, vitaminas do complexo B e aminoácidos 

essenciais. De acordo com ANUPAMA & RAVINDRA (2000), as leveduras contêm 

tiamina, riboflavina, biotina, niacina, ácido pantotênico, piridoxina, colina, 

streptogenina, glutationa, ácido fólico e ácido p-aminobenzóico (FRAZIER & 

WESTHOFF, 1990; BUTOLO, 1996), além de lisina, triptofano, leucina e treonina 

(HALASZ & LÁSZTITY, 1991; BOZE et al., 1995). 

A espécie mais estudada é a Saccharomyces cerevisiae, a qual tem sido 

amplamente utilizada na fabricação de alimentos, bebidas e etanol (BEKATOROU 

et al., 2006). 

Giec e Kosikowski (1982) observaram a eficiência de dez espécies de 

levedura que fermentam a lactose disponível no permeado do soro de leite, 

objetivando a produção e o rendimento da biomassa. As leveduras estudadas 

foram a Kluyveromyces fragilis, K. bulgarious, K. lactis, Bretanomyces anomalus e 

a Candida blankii e suas diferentes linhagens. Os experimentos foram conduzidos 

em meio suplementado com 0,5% de sais de sulfato de amônio - (NH4)2SO4 e 

fosfato monobásico de potássio - K2HPO4. Os resultados mostraram que altas 

taxas de aeração aumentaram significativamente o rendimento da biomassa e 

apontaram a K. fragilis ATCC 8582 como sendo a levedura de maior eficiência, 

alcançando 8 e 11 gL-1 de biomassa em 5 e 12% de lactose, respectivamente.  

Shay et al. (1987) utilizaram o permeado no crescimento da levedura 

Kluyveromyces fragilis, e mostraram elevado rendimento da biomassa microbiana 

(90 gL-1) nas condições pH 4,5, temperatura de 37 °C e concentração de 

permeado de 60 gL-1. 



 
 

21 
 

Champagne et al. (1990) utilizaram o permeado como substrato para o 

crescimento dos micro-organismos Lactobacillus helveticus e Saccharomyces 

cerevisiae, de modo que  a lactose foi convertida em ácido lático e galactose por 

meio da fermentação pela bactéria Streptococcus thermophilus. O objetivo do 

estudo foi avaliar o crescimento dos micro-organismos cultivados sob as 

seguintes condições: temperatura de 30 °C, agitação de 700 rpm e aeração de 

660 cm3 min-1. 

Ben-Hassan e Ghaly (1994) avaliaram o rendimento de biomassa a partir 

de leveduras utilizando o soro do leite como substrato, com o objetivo de reduzir o 

potencial poluidor do soro do leite. As eficiências de remoção obtidas foram: 

58,61% de DQO total, 69,33% de DQO solúvel, 49,90% de sólidos totais, 51,77% 

de sólidos voláteis, 10,06% de nitrogênio total e 72,22% de nitrogênio amoniacal. 

Grba et al., (2002), estudaram cinco diferentes cepas de Kluyveromyces 

marxianus na produção de biomassa e etanol em soro do leite concentrado e 

desproteinizado. Avaliou-se a temperatura (30, 34 e 37ºC) e a concentração de 

lactose (5, 10 e 15%) durante os processos fermentativos, as quais ocorreram em 

condições aeróbicas em pH 4,5 e 5,0. Os resultados apontaram que as cepas K. 

marxianus VST44 e ZIM 75 obtiveram o melhor resultado, alcançando 10 gL-1 de 

biomassa e uma fração de etanol de 7,31%. 

Rajoka et al. (2006) produziram SCP a partir do farelo de arroz 

desengordurado utilizando Candida utilis, com objetivo de otimizar as variáveis do 

processo. Os valores máximos de taxa específica de crescimento, de rendimento 

da biomassa e de produtividade foram: 0,31 h-1, 0,65 gg-1 e 1,24 gL-1h-1, 

respectivamente, sob condições otimizadas: 1 vv-1m-1 aeração, 50% de oxigênio 

dissolvido, 5% de licor de infusão de milho, 35 °C, pH 6,0 e 90 gL-1 do substrato. 

O SCP apresentou 23,6; 32,75; 11,50; 12,95; 10,5 e 0,275% de proteína 

verdadeira, proteína bruta, fibra bruta, cinzas, celulose e ácidos nucleicos, 

respectivamente. Esses resultados mostraram que a fermentação poderia ser 

conduzida para a fabricação de ração animal. O teor de energia metabolizável foi 

de 29.711 kcal kg-1, indicando que a SCP pode servir tanto como energia, bem 

como uma fonte de proteína. 

 

2.5 Condições nutricionais para crescimento de leveduras 
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A utilização de leveduras para a produção de biomassa microbiana requer 

o conhecimento das exigências nutricionais para o seu crescimento, além de 

outras condições que envolvem seu metabolismo. 

As suas necessidades nutricionais estão associadas à produção de energia 

para os processos de biossíntese e às substâncias fundamentais para a sua 

síntese celular (BOZE et al., 1995). Isto significa que o seu crescimento depende 

da maneira como sintetizam os seus constituintes celulares, e como assimilam as 

fontes de energia a partir do catabolismo de substratos orgânicos. 

As leveduras assimilam fontes de carbono, nitrogênio e sais minerais em 

quantidades variadas, de acordo com o seu sistema enzimático de transporte. 

Portanto, visando o crescimento ótimo para o cultivo de levedura, é crucial o 

conhecimento de suas exigências nutricionais, das vias metabólicas envolvidas e 

das condições físico-químicas, condições as quais devem ser controladas 

adequadamente para maximizar a eficiência no rendimento e produção (FANG e 

ZHONG, 2002). 

O carbono é o elemento essencial para a biossíntese de constituintes 

celulares como os ácidos nucleicos, lipídeos, carboidratos e proteínas. Além dele, 

o nitrogênio é fundamental na formação de ácidos nucleicos e aminoácidos. 

Adicionalmente, os compostos inorgânicos (fósforo, enxofre, potássio, cálcio, 

sódio, ferro e magnésio) são responsáveis por suprir as funções fisiológicas e 

estruturais das leveduras. E, na constituição de enzimas e coenzimas são 

importantes os elementos-traço como manganês, níquel, boro, cobalto, zinco, 

cobre, cromo e molibdênio (BAILEY & OLLIS, 1986; HALASZ & LASZTITY, 1991; 

QUINTERO, 1993; WANG et al., 2001). Portanto, o crescimento de leveduras 

depende de fontes de nitrogênio e carbono, além de inorgânicos e algumas 

vitaminas. 

O percentual dos principais elementos na constituição das leveduras é 

apresentado na Tabela 2.5, na qual se observa que o carbono e nitrogênio 

equivalem a cerca de 50 e 9% de sua massa seca, respectivamente. 

Geralmente, os elementos nutricionais são adicionados diretamente ao 

meio de cultivo das leveduras. As fontes de nitrogênio podem ser utilizadas na 

forma orgânica ou inorgânica – amônio, aminoácidos, proteínas, ureia, nitrogênio 
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molecular ou nitratos –, sendo o sulfato de amônio o sal mais utilizado devido ao 

seu baixo custo (CARVALHO & SATO, 2001; PEREIRA et al., 2008). Poucas 

leveduras têm a capacidade de utilizar os nitratos, e a maioria das espécies 

assimilam diretamente os íons de amônio e ureia. O fósforo e enxofre são 

geralmente assimilados sob a forma de fosfatos inorgânicos e sulfatos, 

respectivamente (BOZE et al., 1995; BEKATOROU et al., 2006). 

Tabela 2.5: Composição elementar das leveduras 

Elemento Quantidade (%) 

Carbono 46-52 

Oxigênio 18-24 

Hidrogênio 8-12 

Nitrogênio 5-9 

Potássio 1,0-4,0 

Fósforo 0,8-2,5 

Magnésio 0,1-0,5 

Cálcio 0,1-0,3 

Ferro 0,01-0,5 

Enxofre 0,01-0,25 

Outros <0,01 

Fonte: Bailey & Ollis, 1986 

A principal fonte de carbono e energia para a maioria das leveduras é a 

glicose, que é convertida por meio da via glicolítica em piruvato e pelo ciclo de 

Krebs em anabolitos e energia na forma de adenosina trifosfato (ATP). Em 

anaerobiose as leveduras não se desenvolvem de forma eficiente e os açúcares 

são convertidos em produtos intermediários, como o etanol, glicerol e dióxido de 

carbono. Já em condições aeróbias, as leveduras convertem os açúcares em 

biomassa, CO2 (dióxido de carbono) e energia (BEKATOROU et al., 2006). 

De acordo com Lambert e Meers (1983), a escolha da fonte de carbono é 

fundamental, pois a síntese de diversas biomoléculas está sujeita à repressão 

catabólica. Os autores relatam que a glicose é uma excelente fonte de carbono 

para o crescimento celular e destacam também outras fontes como a lactose, 

galactose e manose. 

Uma desvantagem do uso da levedura Saccharomyces cerevisiae para a 

produção de biomassa com substratos como o soro de leite e o permeado, está 

em sua incapacidade de utilizar diretamente a lactose como fonte de carbono 

(CHEN & CHIGER, 1985). Para que essa levedura possa ser utilizada, faz-se 
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necessária a conversão da lactose em glicose e galactose via enzimas livres ou 

mobilizadas ou por meio da hidrólise química, conforme descrição de Siso, 

(1996). Alternativas viáveis também são: a conversão da lactose em ácido lático, 

e a manipulação genética da S. cerevisiae, com o intuito da utilização direta da 

lactose como substrato de carbono (MOULIN & GALZY, 1984; CHAMPAGNE et 

al., 1990). 

A hidrólise química caracteriza-se por condições ácidas (pH menores que 

1,5) e  elevadas temperaturas (maiores que 150 °C) (GUIMARÃES et al., 2010). 

Conforme Siso (1996), a hidrólise química apresenta algumas desvantagens: a 

desnaturação da proteína, o aparecimento de coloração marrom decorrente da 

reação de Maillard, a necessidade de pré-desmineralização e a formação de 

produtos indesejáveis. Por outro lado, a hidrólise enzimática é realizada por meio 

da adição de enzimas da lactose – encontradas em plantas, animais, bactérias, 

fungos e leveduras –, responsáveis pela conversão da lactose em glicose e 

galactose. De acordo com Prazeres et al., (2012), as desvantagens apresentadas 

por esta técnica são: a polimerização da lactose ou galactose com a formação de 

oligossacarídeos (GEKAS & LÓPEZ-LEIVA, 1985), as limitações de transferência 

de massa de lactose para as células (JOSHI et al., 1987),  e o elevado custo 

quando utilizadas enzimas livres, devido à impossibilidade de reutilização da 

lactose (SISO, 1996). 

Portanto, para a utilização da lactose como substrato em processos 

fermentativos empregando a levedura S. cerevisiae, recomenda-se a hidrólise 

enzimática, a qual tem sido realizada com enzimas derivadas de espécies 

Aspergillus e a Kluyveromyces (ZADOW, 1986; YANG & HUANG, 1995; 

HOLSINGER, 1997; GRBA et al., 2002; BEKATOROU et al., 2006). 

O número de micro-organismos, disponíveis comercialmente, capazes de 

metabolizar a glicose e a galactose é maior que o número de micro-organismos 

capazes de utilizar a lactose diretamente como fonte de carbono (SISO, 1996). 

Apenas algumas espécies das leveduras Kluyveromyces e Candida são capazes 

de metabolizar a lactose. 

O gênero Saccharomyces é o mais utilizado para a produção de biomassa, 

por apresentar a segurança alimentar para o consumo humano e animal, e um 
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metabolismo amplamente conhecido, por ser de fácil manipulação e crescimento, 

além de se desenvolver em altas concentrações de substrato (KOEPCKE, 2007). 

De acordo com McFarland (1996), a espécie S. boulardii não utiliza a lactose 

como fonte de carbono, sendo necessária a quebra da lactose em glicose e 

galactose. O termo S. boulardii ainda é inválido devido ao reduzido número de 

pesquisas publicadas e reconhecidas internacionalmente, conforme o 

International Code of Botanical Nomeclature (ICBN) (1994). Porém, alguns 

manuais taxonômicos consideram S. boulardii sinônimo de S. cerevisiae. 

Portanto, para fins de comparação, este estudo utilizar-se-á, quando necessário, 

de dados sobre a levedura S. cerevisiae. 

 

2.6 Saccharomyces boulardii  

Em 1950, estudiosos da Indochina isolaram da lichia a levedura 

Saccharomyces boulardii. Estudos preliminares demonstraram que a S. boulardii 

era uma levedura não patogênica, e, desde então ela tem sido cada vez mais 

estudada, consolidando-se como agente preventivo e terapêutico no tratamento 

de indivíduos com distúrbios gastrointestinais (MCFARLAND & BERNASCONI, 

1993; LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001; KÜHLE et al., 2005; SAZAWAL 

et al., 2006; CZERUCKA et al., 2007; VANHEE et al., 2010). 

Segundo Czerucka e Rampal (2002), a S. boulardii pode atuar 

beneficamente contra patógenos entéricos como Clostridium difficile, Vibrio 

cholerae, Salmonella, Shigella e Escherichia coli, a partir de dois mecanismos 

principais: (i) a produção de elementos que neutralizaram as toxinas bacterianas 

e, (ii) a modulação da via de sinalização da célula hospedeira implicado na 

resposta pró-inflamatória durante a infecção bacteriana. 

O potencial probiótico da S. boulardii possui as seguintes vantagens: 

capacidade de sobreviver no trato gastrointestinal; resistência a antibióticos 

antibacterianos; capacidade de atingir rapidamente elevadas concentrações no 

organismo; não coloniza permanentemente o intestino; e rápida eliminação pelo 

organismo (CZERUCKA et al., 2007). Além disso, a S. boulardii tem sido cada vez 

mais incorporada na dieta alimentar humana com o intuito de manter equilibrada a 

flora microbiana gastrointestinal (SURAWICZ et al., 2000; CANONICI et al., 2011). 
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Do ponto de vista bioquímico, a S. boulardii é uma levedura aeróbia 

facultativa, isto é, dependendo das condições ambientais em que se encontra, ela 

possui a capacidade de adaptar-se metabolicamente às condições de aerobiose 

ou anaerobiose. No processo fermentativo em aerobiose, há a conversão do 

açúcar em biomassa, dióxido de carbono e água e seu produto de excreção pode 

ser oxidado metabolicamente produzindo mais biomassa e gerando mais ATP 

(adenosina trifosfato). Por outro lado, em condições anaeróbicas, a maior parte do 

açúcar é convertida em etanol e dióxido de carbono, gerando um produto de 

excreção sem utilidade para a célula (LIMA et al., 2001; BEKATOROU et al; 

2006). 

São escassos os trabalhos sobre a utilização da S. boulardii na produção 

de biomassa celular. Müller (2006) analisou a cinética do crescimento da S. 

boulardii em biorreator tipo air lift com aeração de 1,0 e 1,5 vvm (volume de ar por 

volume de meio, por minuto), comparando seu crescimento com frascos agitados 

mecanicamente (agitador incubador). Em todos os processos descontínuos houve 

a redução do pH e a fase de crescimento exponencial teve duração de 5 h (horas) 

e 6 h para o agitador incubador e o biorreator air lift, respectivamente. Os 

experimentos foram realizados à temperatura de 30ºC e agitação de 200 rpm. 

Verificou-se que durante a fase exponencial, as velocidades específicas de 

crescimento foram semelhantes para o agitador incubador e o biorreator air lift 

com 1,0 vvm (0,350 h-1 e 0,351 h-1, respectivamente). 

 

2.7 Cinética de Processos Fermentativos 

Durante o processo fermentativo as amostras do material fermentado são 

coletadas para análise das concentrações do substrato (ou nutrientes) que está 

sendo utilizado pelo micro-organismo, do produto do metabolismo (ou 

metabólitos) e do micro-organismo (ou biomassa). Desse modo, os valores 

experimentais de concentração de biomassa, de produto e de substrato (X, P e S 

respectivamente), quando representados em função do tempo, possibilitam traçar 

curvas de ajuste, as quais são indicadas por X=X(t), P=P(t) e S=S(t), conforme as 

clássicas curvas cinéticas apresentadas na Figura 2.1. 
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Figura 2.1: Cinética de processos fermentativos 

Fonte: Adaptado de Hiss (2001) 

 

A desvantagem principal da fermentação descontínua está nos baixos 

rendimento e produtividade, quando o substrato adicionado em uma única vez no 

início da fermentação exerce efeitos de inibição, de repressão ou de formação de 

produtos indesejados do metabolismo celular. 

O conhecimento da cinética de processos fermentativos possibilita 

compreender e prever esses efeitos, comparar quantitativamente processos em 

diferentes condições de cultivo, avaliando-se efeitos do pH, da temperatura, da 

concentração de substrato, além de outros, por meio de variáveis respostas, tais 

como a velocidade de transformação e os fatores de conversão. O estudo da 

cinética baseia-se na análise da evolução temporal dos valores de concentração 

da biomassa e dos substratos que compõem o meio de cultura, e de metabólitos e 

produtos formados ao longo da fermentação (HISS, 2001). Para que uma 

adequada modelagem matemática seja realizada para descrever o processo, é 

fundamental o conhecimento de valores dos pontos iniciais desses componentes. 

Além disso, valores iniciais, intermediários e finais do processo fermentativo 

coletados com precisão e exatidão, são importantes para definir adequadamente 

as curvas cinéticas, possibilitando a posterior análise de simulação e otimização 

do processo sob o ponto de vista cinético. 

Durante um cultivo descontínuo, a concentração microbiana (X) aumenta e, 

como consequência, aumenta também a concentração das enzimas responsáveis 

pela transformação do substrato (S) em produto (P). Desse modo, torna-se mais 

razoável a análise dos valores das velocidades instantâneas com relação à 

referida concentração microbiana, ou seja, relacionando-as com respeito ao valor 
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de X em um determinado instante. A seguir encontram-se as equações das 

velocidades específicas de crescimento (Eq. 2.1), consumo de substrato (Eq. 2.2) 

e formação de produto (Eq. 2.3), propostas por Gaden (1955). 

 
𝜇𝑋 =

1

𝑋
 
𝑑𝑋

𝑑𝑡
 

(2.1) 

 
𝜇𝑆 =

1

𝑋
(−
𝑑𝑆

𝑑𝑡
) 

(2.2) 

 
𝜇𝑃 =

1

𝑋
 
𝑑𝑃

𝑑𝑡
 

 (2.3) 

Supondo um tempo t de fermentação, os valores equivalentes a X, S e P 

podem ser relacionados entre si, por meio dos fatores de conversão apresentados 

nas Equações 2.4, 2.5 e 2.6 (HISS, 2001). 

 
𝑌𝑋 𝑆⁄ =

𝑋 − 𝑋0
𝑆0 − 𝑆

 
(2.4) 

          
𝑌𝑋 𝑃⁄ =

𝑋 − 𝑋0
𝑃 − 𝑃0

 
(2.5) 

 
𝑌𝑃 𝑆⁄ =

𝑃 − 𝑃0
𝑆0 − 𝑆

 
(2.6) 

 

Ao inocular um meio de cultura apropriado ao crescimento de um micro-

organismo, sob condições controladas de temperatura, pH e agitação, observa-se 

um comportamento nos valores da concentração celular, o qual expressa o 

crescimento microbiano. O crescimento microbiano ocorre em quatro fases 

distintas bem definidas conforme apresentadas na Figura 2.2: (i) fase lag, (ii) fase 

log, (iii) fase estacionária e (iv) fase de declínio. 
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Figura 2.2: Curva de crescimento de micro-organismo em cultivo descontínuo 

Fonte: Adaptado de Hiss (2001) 

 

Na fase lag ocorre a adaptação das células microbianas ao novo ambiente, 

sendo que não ocorrem divisões celulares (X = X0 = constante).  A sua duração 

varia com a concentração do inóculo (valor de X0) e com a idade do micro-

organismo (tempo de pré-cultivo), além do seu estado fisiológico.  

A fase log ou de crescimento exponencial é a etapa ativa de crescimento, 

na qual se duplica o número de células ao longo do tempo de geração (tg), que 

depende das espécies utilizadas e das condições ambientais. Nessa etapa a 

velocidade específica de crescimento é máxima e constante (µX = µm), e o 

crescimento celular descrito pela Eq. 2.7, cuja integração entre ti (tempo inicial) e tc 

(tempo crítico) fornece a expressão analítica dada pela Eq. 2.8. Aplicando a 

definição do tempo de geração (tg) na Equação 2.8, tem-se a expressão que o 

relaciona com µm, conforme a Eq. 2.9. 

 𝑑𝑋

𝑑𝑡
= 𝜇𝑚𝑋 

(2.7) 

 𝑋 = 𝑋0 𝑒𝑥𝑝[𝜇𝑚(𝑡 − 𝑡0)] (2.8) 

 
𝜇𝑚 =

0,693

𝑡𝑔
 

(2.9) 
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Na fase estacionária as taxas de reprodução e de morte celular se igualam, 

pois os nutrientes disponíveis tornam-se escassos, além de haver o acúmulo de 

metabolitos tóxicos. Além disso, o oxigênio pode tornar-se escasso. E, por fim, na 

fase de declínio o valor da concentração celular diminui a uma velocidade que 

excede a velocidade de produção de células novas, provocando uma queda 

acentuada da curva de crescimento celular. 

Diversos modelos matemáticos têm sido utilizados para prever a influência 

dos parâmetros operacionais, cinéticos e estequiométricos da fermentação sobre 

a velocidade de crescimento especifico de células, velocidades de utilização dos 

substratos e formação dos produtos. Dentre eles, os clássicos são o modelo de 

Monod (1949) e o modelo de Andrews (1968). 

Para esclarecer a relação entre a concentração do substrato limitante (S) 

no meio, com a velocidade específica µx de reprodução do micro-organismo, 

Monod (1949), propôs a Eq. 2.10 (HISS, 2001). Esse modelo é amplamente 

aplicado, apesar de não ser capaz de prever a fase lag. Portanto, o modelo de 

Monod considera µX elevado e próximo do valor máximo (µm), já que o micro-

organismo é colocado em um meio com concentração inicial de substrato 

relativamente elevada. Nessas circunstâncias, o micro-organismo é considerado 

adaptado. 

 
𝜇𝑋 =

𝜇𝑚 𝑆

𝐾𝑆 + 𝑆
 

(2.10) 

O parâmetro de saturação Ks representa a concentração do substrato na 

qual a velocidade específica de crescimento é a metade de seu valor máximo (µX 

= µm/2) (Figura 2.3-a). Isso mostra que quanto menor o seu valor, maior é a 

afinidade do micro-organismo pelo substrato, resultando em maior duração da 

fase exponencial, o que implica maior velocidade de crescimento celular. 

O modelo de Monod não leva em conta o efeito inibidor, tanto pelo 

substrato quanto pelo produto formado. Assim, Andrews (1968) propôs um 

modelo matemático que considera a inibição pelo substrato, conforme a Eq. 2.11. 

Esse modelo presume que não há a ocorrência da fase lag, a morte celular, a 

respiração endógena, a manutenção de energia e a inibição pelo produto. 
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𝜇𝑋 = µ𝑚

𝑆

𝑆 + 𝐾𝑆 +
𝑆2

𝐾𝑖

 
(2.11) 

O efeito do substrato se manifesta quando um valor alto da concentração 

inicial de S pode, ao invés de aproximar µX de µm, provocar um efeito contrário, 

ocasionando uma inibição no crescimento celular (SCHMIDELL et al., 2001), 

conforme a curva de crescimento apresentada na Figura 2.3 (b). Assim, o 

parâmetro Ki do modelo de Andrews é a constante de inibição pelo substrato, que 

ocorrerá para valores altos de S. 

 
 

(a) (b) 

Figura 2.3: Representação gráfica da cinética de (a) limitação pelo substrato e (b) inibição pelo 

substrato 

Fonte: Adaptado de Schmidell et al. (2001) 

 

2.8 Modelagem da cinética de fermentação 

Para auxiliar nas etapas de otimização de processos biotecnológicos, são 

fundamentais a utilização de ferramentas como a modelagem e a simulação de 

processos, conforme mostram alguns estudos teóricos e experimentais de 

processos fermentativos.  

Ghaly et al., (2005) desenvolveram um modelo matemático para a 

produção de biomassa celular microbiana a partir da levedura Kluyveromyces 

fragilis, utilizando o soro do leite como substrato, capaz de predizer as 

concentrações de células e de substrato, a velocidade específica de crescimento 

e o rendimento celular em fermentação submersa aeróbica em sistema contínuo. 

O modelo levou em consideração a limitação e a inibição pelo substrato, a morte 

e a manutenção celular. Para simular a concentração do substrato (S) e a 
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concentração celular (X) durante o processo fermentativo foram propostas as 

expressões apresentadas nas Equações 2.12 e 2.13, respectivamente. 

O modelo foi testado utilizando os dados experimentais obtidos ao longo 

das fermentações, e foi capaz de predizer as concentrações de biomassa e 

substratos de forma satisfatória, com valores de r2 variando entre 0,95 e 0,99. Os 

autores também relataram que concentrações de lactose abaixo de 1,91 gL-1 

limitaram o crescimento celular, e concentrações de lactose acima de 75 gL-1 

inibiram o crescimento celular. 

 
𝑋 = 

𝑆𝑖 − 𝑆𝑒
𝑅𝑞

 
 (2.12) 

 
𝑆𝑖 − 𝑆𝑒 = 𝑅𝑋 [

1

𝑌𝑋 𝑆⁄
(
𝜇𝑚𝑆

𝐾𝑆 + 𝑆
 
𝐾𝑖

𝐾𝑖 + 𝑆
) +𝑚𝑆] 

 (2.13) 

 

Phisalaphong et al., (2006) desenvolveram um modelo matemático para 

descrever a produção de etanol por S. cerevisiae M30 em sistema descontínuo, 

utilizando o melaço de cana-de-açúcar como substrato. O modelo proposto pelos 

autores descreve o crescimento da biomassa (Eq. 2.14) e a formação de etanol 

(Eq. 2.15), considerando a limitação pelo substrato e inibição tanto pelo substrato 

quanto pelo produto. 

 

𝜇𝑋 = 𝜇𝑚(
𝑆

𝑆 + 𝐾𝑆 +
𝑆2

𝐾𝑖

)(1 −
𝑃

𝑃𝑚
) 

 (2.14) 

 

𝜇𝑃 = 𝜇𝑚𝑃 (
𝑆

𝑆 + 𝐾𝑆𝑃 +
𝑆2

𝐾𝑖𝑃

)(1 −
𝑃

𝑃′𝑚
) 

 (2.15) 

 

Os parâmetros do modelo foram estimados pelo método da taxa inicial, e 

em seguida foram ajustados utilizando uma técnica de regressão não-linear para 

minimizar o desvio dos mínimos quadrados entre as previsões do modelo e os 

dados experimentais. O efeito da temperatura foi avaliado, mostrando que valores 

elevados aceleram o efeito de inibição pelo substrato e pelo etanol sobre a 
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atividade celular, e por consequência diminuem o rendimento de biomassa e a 

produção de etanol.  

Leite (2006) estudou a fermentação do soro do leite utilizando a bactéria 

Lactobacillus helveticus em fermentador em batelada, por um período de 32 

horas, objetivando a produção de ácido lático. Os estudos cinéticos mostraram 

que o crescimento celular foi inibido pela concentração do substrato e do produto. 

Assim, o autor propôs descrever o crescimento microbiano, o consumo de 

substrato e a formação de produto a partir das seguintes expressões (Eq. 2.16 - 

2.18). 

   
𝑋(𝑡) =

𝑋0 Keμmt

K + X0(e
μmt − 1)

 
(2.16) 

   
−
𝑑𝑆

𝑑𝑡
= (

1

𝑌𝑋 𝑆⁄

𝑑𝑋

𝑑𝑡
+ 𝑚𝑆𝑋) 

(2.17) 

   
𝑃(𝑡) =

𝐾𝑃

𝐾𝑝
−𝑟𝑡 + 1

 
(2.18) 

 

O parâmetro 𝑚𝑆  representa o coeficiente de consumo específico para 

manutenção de energia (h-1); 𝐾𝑃 corresponde à concentração teórica máxima do 

produto e 𝑟 representa o valor máximo de (
1

𝑃
) (

𝑑𝑃

𝑑𝑡
). 

Zafar e Owais (2006) estudaram a cinética de produção de biomassa e 

etanol por K. marxianus em processo descontínuo, utilizando o soro do leite como 

substrato. A levedura foi capaz de metabolizar a maior parte da lactose em 22 

horas de fermentação, produzindo 8,9 gL-1 de biomassa e 2,10 gL-1 de etanol. Os 

autores desenvolveram um modelo matemático que descreve o consumo de 

lactose, conforme a Eq. 2.19. Os autores concluíram que houve um efeito inibidor 

do etanol sobre a velocidade específica de crescimento de K. marxianus. 

   𝑑𝑆

𝑑𝑡
= 𝑘1𝑆𝑋 + 𝑘2  

S

KS + S
 X 

(2.19) 
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Vega et al., (2007) construíram modelos, fenomenológico e empírico, não-

lineares para descrever os dados experimentais da produção de biomassa celular 

e etanol a partir de K. cicerisporus em fermentação contínua, utilizando o soro de 

leite como substrato. Os autores avaliaram os efeitos do pH e da temperatura. O 

modelo fenomenológico leva em consideração o crescimento, a manutenção e a 

morte celular, o consumo de substrato devido à formação do produto, a inibição 

pelo substrato e pelo produto e a formação de produto. A expressão que descreve 

o crescimento celular é apresentada pela Eq. 2.20. Para a cinética de formação 

do produto, foi considerada uma parcela associada ao crescimento (α), e outra 

não associada (β), cuja expressão apresenta-se na Eq. 2.21. 

 
𝜇𝑥 = 𝜇𝑚𝑎𝑥 (

𝑆𝐶
𝑆𝐶 + 𝐾𝑠𝐶

) (
𝐾𝑖𝐶

𝑆𝐶 + 𝐾𝑖𝐶
) (

𝐾𝑖𝑃
𝑃 + 𝐾𝑖𝑃

) 
(2.20) 

 
𝜇𝑃 =

𝑌𝑃/𝑆𝐶
𝑌𝑋/𝑆𝐶

(𝛼(𝜇𝑥 − 𝑘𝑑) + 𝛽) 
(2.21) 

 

Alvarez et al., (2010) estudaram a cinética da produção do ácido lático, o 

crescimento da biomassa microbiana e o consumo de lactose durante o processo 

de fermentação descontínua da bactéria Lactobacillus casei utilizando o 

permeado de soro de leite. Utilizando o modelo de crescimento celular definido 

pela Eq. 2.22, os autores propuseram simular as cinéticas de crescimento celular, 

consumo de substrato e formação de produto a partir dos balanços de massa (Eq. 

2.23 - 2.25). 

 𝜇 = 𝜇0 𝑒𝑥𝑝
(−𝜆[𝑃]) (2.22) 

   
𝑟𝑋 = 

d[X]

dt
 = μ[X] 

(2.23) 

   
𝑟𝑃 = 

d[P]

dt
 = α rX + β [X] 

(2.24) 

   
𝑟𝑆 =

−𝑑[𝑆]

𝑑𝑡
 =  (

1

𝑌𝑋 𝑆⁄
) rX + (

1

𝑌𝑃 𝑆⁄
) rP 

(2.25) 
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Onde 𝑟𝑋  representa a taxa de crescimento de biomassa, 𝑡  representa o 

tempo, 𝑟𝑃 representa a taxa de produção de ácido lático, 𝛼 e 𝛽 são parâmetros e 𝜆 

é definida como um parâmetro de inibição pelo produto. 

 

2.9 Balanço de massa em biorreator descontínuo  

Um sistema descontínuo é caracterizado pela operação em que em um 

instante inicial a solução nutriente esterilizada no biorreator é inoculada com 

micro-organismos e incubada sob determinada condições de temperatura, pH e 

agitação. No decorrer desse processo nada é adicionado, exceto o oxigênio em 

processos aeróbicos, e antiespumante e ácido ou base para o controle do pH. 

Dessa forma, o balanço de massa em sistema descontínuo, sobre o micro-

organismo (Eq. 2.26), o substrato (Eq. 3.29) e o produto (Eq. 3.31), é dado pelo 

sistema de equações diferenciais ordinárias conforme Fogler (1999) e Schmidell 

et al., (2001). 

O balanço de massa para o micro-organismo (Eq. 3.26) resulta da taxa de 

crescimento celular rg (Eq. 3.27) subtraído da taxa de morte celular rd (Eq. 3.28). A 

velocidade específica de crescimento µX é uma função descrita pelo modelo 

cinético de crescimento, e kd é um parâmetro ajustável que representa a 

constante de decaimento celular. 

 𝑑𝑋

𝑑𝑡
= 𝑟𝑔 − 𝑟𝑑 

(2.26) 

 𝑟𝑔 = 𝜇𝑥𝑋 (3.27) 

 𝑟𝑑 = 𝑘𝑑𝑋 (3.28) 

O balanço de massa para o substrato (Eq. 3.29) é resultado da utilização 

do substrato para o crescimento celular (Ys/x), para a manutenção das células (ms) 

e para a formação do produto (Ys/p). A taxa de consumo do substrato rs é função 

da velocidade específica de consumo do substrato µS, conforme a Eq. 3.30. 

 𝑑𝑆

𝑑𝑡
= 𝑟𝑆  = 𝑌𝑆 𝑋⁄ (−𝑟𝑔) − 𝑚𝑠𝑋 + 𝑌𝑆/𝑃(−𝑟𝑝) 

(3.29) 
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 𝑟𝑠 = 𝜇𝑠𝑋 (3.30) 

O balanço para o produto (Eq. 3.31) pode ser associado à taxa de 

consumo do substrato rs e do coeficiente de rendimento de substrato em produto 

(Yp/s). A taxa de formação de produto rp é função do modelo cinético de formação 

de produto µp, conforme a Eq. 3.32. 

 𝑑𝑃

𝑑𝑡
= 𝑟𝑝 = 𝑌𝑝 𝑠⁄ (−𝑟𝑠) 

(3.31) 

 𝑟𝑝 = 𝜇𝑝𝑋 (3.32) 
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Capítulo 3 – MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 Caracterização do permeado 

O permeado de soro de leite em pó utilizado como substrato neste trabalho 

foi disponibilizado pela empresa SOORO LTDA. A caracterização do permeado 

(Tabela 3.1) foi realizada pela empresa, conforme a especificação detalhada 

apresentada no Anexo A. 

Tabela 3.1: Caracterização do permeado de soro de leite em pó 

Fonte: SOORO LTDA 

 

3.2. Micro-organismo 

A levedura S. boulardii foi obtida na forma liofilizada a partir do 

medicamento comercial Floratil® (Merck), onde cada cápsula de 200 mg contem 

aproximadamente 1x109 células da levedura. 

 

3.3 Condições dos meios de cultura 

 

3.3.1 Ativação celular 

As células de S. boulardii foram ativadas em 250 mL do meio de cultura 

YEPD (yeast extract peptone dextrose) na composição de 5 gL-1 de extrato de 

levedura, 10 gL-1 de peptona de carne e 20 gL-1 de glicose, conforme Casal et al., 

(2004). O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. A levedura 

(cápsula de 200 mg de Floratil®) foi inoculada no meio de cultura, e transferida 

para uma incubadora tipo shaker (Solab Científica SL 222/CFR) com agitação de 

Componente Concentração (%) 

Lactose >88 

Fósforo 0,48 

Potássio 0,04 

Magnésio 0,09 

Sódio 0,42 

Cálcio 0,49 
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100 rpm e temperatura controlada em 30°C por 24 horas. Após, 25 mL do meio 

contendo a levedura foram transferidos para outro erlenmeyer contendo meio 

YEPD esterilizado, seguido de incubação sob as mesmas condições.  

 

3.3.2 Manutenção da levedura 

A levedura foi mantida em meio YEPD acrescido de 20 gL-1 de ágar-ágar, 

em tubos mantidos em estufa a 30ºC por 48 horas. Após, os tubos foram 

armazenados em refrigerador a temperatura de 4º C.  

 

3.4 Hidrólise enzimática do permeado 

Foi preparada uma solução de permeado em diferentes concentrações, 

seguido pela adição de 0,1% (p/v) da enzima β-galactosidase (marca Lactozym 

Pure® 6500 L, da empresa Novozymes) obtida da espécie Kluyveromyces lactis, 

e posterior incubação em shaker sob 100 rpm e temperatura controlada em 30°C 

durante 3 horas. Após, a enzima foi desativada aquecendo a solução em banho-

maria a 100ºC por 5 minutos. Todas as condições experimentais foram seguidas 

conforme Assunção (2014). 

 

3.5 Preparo do inóculo 

Primeiramente foi preparado o pré-inóculo, transferindo-se duas alçadas da 

levedura S. boulardii crescidas em meio ágar para frasco erlenmeyer contendo 

250 mL de meio YEPD esterilizado. O frasco foi mantido em shaker sob agitação 

de 100 rpm, a 30°C por 24 horas (ASSUNÇÃO, 2014). 

Para o preparo do inóculo, adicionaram-se os sais: sulfato de amônio - 

(NH4)2SO4, sulfato de magnésio - MgSO4 e fosfato monobásico de potássio - 

KH2PO4 (condições definidas pelo planejamento experimental) ao permeado 

hidrolisado. Em seguida, o pH foi ajustado para 5,5 utilizando soluções de NaOH 

(hidróxido de sódio) e HCl (ácido clorídrico). Em seguida, o meio foi pasteurizado 

a 65°C por 30 minutos.  

Foram transferidos 30 mL do pré-inóculo para frasco erlenmeyer contendo 

270 mL do inóculo. O inóculo foi mantido em shaker sob agitação de 100 rpm, a 

30°C por 12 horas (ASSUNÇÃO, 2014).  
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3.6 Cultivos de S. boulardii  

Os cultivos foram realizados em recipientes de vidro (3 L de volume útil),  

que apresentam dois orifícios na parte superior, um para a coleta de amostras 

realizada a partir de uma seringa acoplada, e outro para o alívio da pressão 

interior exercida. Em cada recipiente foram preparados 1820 mL de meio de 

cultivo (sais e permeado), conforme planejamento experimental. Foram 

preservados 20 mL do meio de cultivo para análises posteriores. Após, 200 mL do 

inóculo foram adicionados à 1800 mL de meio de cultivo, sendo mantidos em 

incubadora shaker (Solab Científica SL 222/CFR) a 100 rpm e 30°C por 30 horas. 

O inóculo transferido passou por diluições adequadas para manter o número 

inicial de células de S. boulardii constante. A densidade óptica da suspensão 

celular foi medida a 600 nm, sendo o valor inicial de células fixado entre 0,500 e 

0,600 unidades de absorbância (ASSUNÇÃO, 2014). 

O acompanhamento do processo fermentativo foi realizado pelas medidas 

da concentração da biomassa, consumo de substrato e pH no período de 0 à 30 

horas, com retiradas de amostras de 2 em 2 horas. Foram retiradas amostras de 

15 mL, dos quais 3 mL foram utilizados para leitura da absorbância em 

espectrofotômetro (600 nm), e 12 mL foram armazenados em microtubos de 1,5 

mL. Os microtubos foram centrifugados a 14000 rpm por 7 min. Após, o 

sobrenadante e o precipitado foram separados e o sobrenadante armazenado em 

freezer à temperatura de -10ºC para posterior análise de açúcares redutores totais 

e glicose. 

 

3.7 Planejamento experimental 

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi aplicado para 

avaliar a influência de quatro variáveis: concentração do permeado hidrolisado, do 

sulfato de amônio, do sulfato de magnésio e do fosfato monobásico de potássio 

durante o cultivo de S. boulardii em sistema descontínuo, tendo como resposta a 

concentração de biomassa celular. O DCCR resultou em 24 ensaios, acrescidos 

de 4 pontos centrais, totalizando 28 ensaios. As condições utilizadas para a 

realização destes ensaios foram: pH 5,5, 30ºC, 100 rpm e 30 h de fermentação. 

As variáveis e intervalos de concentração foram definidos a partir de estudos de 

Assunção (2004). Os níveis e valores reais das variáveis são apresentados na 
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Tabela 3.2. A Tabela 3.3 apresenta os ensaios do planejamento DCCR 

juntamente com os valores codificados e reais de suas variáveis. 

Tabela 3.2: Níveis e valores reais das variáveis admitidas no planejamento DCCR 

Variáveis (q) Unidades 
Níveis 

-2 -1 0 +1 +2 

q1: (NH4)2SO4 (gL-1) 3 4,5 6 7,5 9 

q2: MgSO4 (gL-1) 0 1,25 2,5 3,75 5 

q3: KH2PO4 (gL-1) 0 1,5 3 4,5 6 

q4: permeado (gL-1) 60 100 140 180 220 

 

Tabela 3.3: Matriz do planejamento DCCR com valores codificados e reais de 
concentrações de (NH4)2SO4 (q1), MgSO4 (q2), KH2PO4 (q3) e permeado de soro de leite 

(q4) 

Ensaio 
             q1 (gL-1)                     q2 (gL-1)                     q3 (gL-1)                  q4 (gL-1) 

Codificados Reais Codificados Reais Codificados Reais Codificados Reais 

1 -1 4,5 -1 1,25 -1 1,5 -1 100 

2 +1 7,5 -1 1,25 -1 1,5 -1 100 

3 -1 4,5 +1 3,75 -1 1,5 -1 100 

4 +1 7,5 +1 3,75 -1 1,5 -1 100 

5 -1 4,5 -1 1,25 +1 4,5 -1 100 

6 +1 7,5 -1 1,25 +1 4,5 -1 100 

7 -1 4,5 +1 3,75 +1 4,5 -1 100 

8 +1 7,5 +1 3,75 +1 4,5 -1 100 

9 -1 4,5 -1 1,25 -1 1,5 +1 180 

10 +1 7,5 -1 1,25 -1 1,5 +1 180 

11 -1 4,5 +1 3,75 -1 1,5 +1 180 

12 +1 7,5 +1 3,75 -1 1,5 +1 180 

13 -1 4,5 -1 1,25 +1 4,5 +1 180 

14 +1 7,5 -1 1,25 +1 4,5 +1 180 

15 -1 4,5 +1 3,75 +1 4,5 +1 180 

16 +1 7,5 +1 3,75 +1 4,5 +1 180 

17 -2 3 0 2,5 0 3 0 140 

18 +2 9 0 2,5 0 3 0 140 

19 0 6 -2 0 0 3 0 140 

20 0 6 +2 5 0 3 0 140 

21 0 6 0 2,5 -2 0 0 140 

22 0 6 0 2,5 +2 6 0 140 

23 0 6 0 2,5 0 3 -2 60 
 24 0 6 0 2,5 0 3 +2 220 

25 0 6 0 2,5 0 3 0 140 

26 0 6 0 2,5 0 3 0 140 

27 0 6 0 2,5 0 3 0 140 

28 0 6 0 2,5 0 3 0 140 
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3.8 Efeito do pH inicial 

Após verificado o ensaio que obteve maior quantidade de produção de 

biomassa no planejamento DCCR, as condições deste ensaio foram mantidas em 

quatro outros ensaios, conforme a Tabela 3.4, para avaliação do efeito do pH 

inicial na produção de biomassa celular. Ajustou-se o pH com soluções de 

hidróxido de sódio e ácido clorídrico em concentração de 2N (normal). 

Tabela 3.4: Valores de pH avaliados 

Ensaio pH Temperatura 
(°C) 

Agitação 
(rpm) 

Permeado 
(gL-1) 

Suplementação 
(gL-1) 

29 3,5 

30 100 Ensaio que obteve 
maior produção de 
biomassa no DCCR 

Ensaio que obteve 
maior produção de 
biomassa no DCCR 

30 4,5 

31 6,5 

32 7,5 

 

3.9 Efeito da relação entre as concentrações de carbono e nitrogênio 

A influência da concentração de nitrogênio sobre a produção de biomassa 

celular foi analisada a partir de cinco ensaios, considerando-se a relação entre as 

fontes de carbono e nitrogênio (C:N). 

As concentrações de nitrogênio sob a forma de sulfato de amônio foram 

utilizadas a 0; 1,25; 2,5; 5 e 10% da concentração da fonte de carbono 

considerando-se que o permeado possui 90% de lactose.  

Todos os ensaios foram realizados a 30°C e 100 rpm, mantendo-se fixas 

as condições do ensaio que obteve maior quantidade de biomassa no 

planejamento DCCR e pH 5,5, conforme a Tabela 3.5. 

Tabela 3.5: Relação C:N avaliada na produção de biomassa celular 

Ensaio Relação 
C:N 

Temperatura 
(°C) 

Agitação 
(rpm) 

Permeado (gL-

1) 
Suplementação 

(gL-1) 
pH 

33 10:1 

30 100 

Ensaio que 
obteve maior 
produção de 
biomassa no 

DCCR 

Ensaio que 
obteve maior 
produção de 
biomassa no 

DCCR 

5,5 34 10:0,5 

35 10:0,25 

36 10:0,125 

37 0 

 

3.10 Efeito da concentração de permeado 
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A concentração de permeado foi avaliada por seis ensaios (38 ao 43) com 

diferentes concentrações de permeado (60 a 300 gL-1), conforme os valores 

apresentados na Tabela 3.6. Os parâmetros foram fixados conforme o ensaio que 

obteve a maior quantidade de biomassa celular no planejamento DCCR e com pH 

5,5. 

Tabela 3.6: Concentrações de permeado avaliados na produção de biomassa celular 

Ensaio Permeado 
(gL-1) 

Temperatura 
(°C) 

Agitação 
(rpm) 

Suplementação 
(gL-1) 

pH 

38 60 

30 100 

Ensaio que obteve 
maior produção 
de biomassa no 

DCCR 

5,5 39 100 

40 140 

41 220 

42 260 

43 300 

 

3.11 Efeito da aeração  

Dois experimentos com aeração foram realizados em biorreator Tec-Bio-

Flex de 4,5 L (marca TECNAL), cedido pelo SENAI (Serviço Nacional de 

Aprendizagem Industrial) de Toledo-PR. 

Os ensaios 44 e 45 foram realizados com os parâmetros fixos: 30°C; 150 

rpm; 1,5 vvm; o pH 5,5; as condições do ensaio que obteve maior quantidade de 

biomassa no planejamento DCCR, e duas concentrações de permeado conforme 

apresenta-se na Tabela 3.7. 

Tabela 3.7: Condições experimentais nos ensaios de aeração 

Ensaio Permeado 
(gL-1) 

Temperatura 
(°C) 

Agitação 
(rpm) 

Aeração 
(vvm) 

Suplementação 
(gL-1) 

pH 

44 200 30 150 1,5 Melhor condição 
do DCCR 5,5 

45 220 

 

3.12 Métodos analíticos 

 

3.12.1 Determinação do pH  

Os valores de pH foram medidos em pHmetro de bancada da marca MS 

Tecnopon, modelo MPA 210, devidamente calibrado. 
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3.12.2 Determinação da concentração da biomassa 

A concentração da biomassa microbiana foi obtida por curva de correlação 

entre os métodos de espectrofotometria e massa seca (Apêndice A). A densidade 

óptica de suspensão celular foi medida em triplicata em espectrofotômetro UV-Vis 

(marca Shimadzu, modelo UV-1800) a 600 nm. Adequadas diluições da amostra 

foram realizadas para manter a linearidade da absorção abaixo de 0,800 

unidades. O valor de absorbância foi expresso na forma logarítmica Ln(Abs/Abs0), 

em que Abs0 é a absorbância no tempo zero e Abs é a absorbância  no tempo t. 

A massa seca foi determinada em triplicata a partir de 20 mL da amostra 

coletada ao final da fermentação (30 horas). A amostra foi filtrada em membrana 

de acetato de celulose – 0,22 μm de tamanho de poro e 25 mm de diâmetro –, 

previamente seca em estufa a 90ºC até a massa constante. Após a filtragem, a 

membrana contendo a biomassa novamente foi seca em estufa a 90ºC até a 

massa constante. O peso seco foi estimado pela relação entre a massa da 

membrana seca e o volume de amostra filtrada. 

A concentração de biomassa foi estimada pela curva analítica construída a 

partir de gráficos com as médias dos valores de absorbância em função da 

concentração celular.  

 

3.12.3 Determinação de açúcares redutores 

Os açúcares redutores totais foram quantificados em triplicata pelo método 

do ácido 3-5 dinitrosalicílico (DNS) (Miller, 1959), conforme a descrição 

apresentada no Anexo B. A concentração de glicose foi determinada em triplicata 

por método enzimático-colorimétrico a partir do kit de glicose PP (marca Gold 

Analisa), conforme descrição dada no Anexo C.  

 

3.13 Análise estatística do planejamento experimental 

A metodologia de superfície de resposta, a análise de resíduos e a análise 

de variância (ANOVA) foram utilizadas para avaliar os resultados obtidos pelo 

planejamento estatístico DCCR, a partir do software STATISTICATM, versão 8.0 

(Statsoft, Inc.). O programa gerou uma tabela de efeitos mostrando a influência de 

cada variável e de suas interações sobre a resposta, considerando o nível de 
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significância de 5%. A viabilidade do modelo foi determinada pela análise de 

variância (ANOVA) a partir do Teste F e do valor do coeficiente de determinação 

(r2) 

 

3.14 Estimativa preliminar de parâmetros 

Os parâmetros velocidade específica de crescimento (Eq. 3.1), conversão 

de substrato em célula (Eq. 3.2) e produtividade (Eq. 3.3) foram calculados para 

ajudar na estimativa dos parâmetros cinéticos e estequiométricos do modelo 

matemático utilizado para descrever o processo de produção de biomassa celular.  

 
𝜇 =

1

𝑋

(𝑑𝑋)

𝑑𝑡
 

 (3.1) 

 
𝑌𝑋 𝑆⁄ =

(𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑎𝑠)

(𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑏𝑠𝑡𝑟𝑎𝑡𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑠𝑢𝑚𝑖𝑑𝑜)
 

 (3.2) 

 
𝑃𝑟𝑜𝑑𝑢𝑡𝑖𝑣𝑖𝑑𝑎𝑑𝑒 =

(𝑚𝑎𝑠𝑠𝑎 𝑑𝑒 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑓𝑜𝑟𝑚𝑎𝑑𝑎𝑠)

(𝑡𝑒𝑚𝑝𝑜 𝑓𝑖𝑛𝑎𝑙)
 

 (3.3) 

Os valores de velocidade específica de crescimento foram obtidos na fase 

exponencial. Já os valores de conversão de substrato em célula e de 

produtividade foram obtidos no tempo de 17 horas de fermentação. 

 

3.15 Modelagem matemática e simulação do cultivo de S. boulardii 

O desenvolvimento da modelagem matemática para o cultivo de S. 

boulardii foi realizado a partir do balanço de massa para biorreator descontínuo 

(FOGLER, 1999; SCHMIDELL et al., 2001). As Equações 3.4 e 3.5 

(PHISALAPHONG et al., 2006) foram utilizadas para descrever a velocidade 

especifica de crescimento celular e a velocidade especifica de produção de 

produto, respectivamente. O modelo matemático foi ajustado aos dados 

experimentais obtidos durante o cultivo de S. boulardii a partir do procedimento de 

simulação realizado no software Maple®. 

 

𝜇𝑥 = 𝜇𝑚(
𝑆𝐶

𝑆𝐶 + 𝐾𝑆𝑐 +
𝑆𝑐2

𝐾𝑖𝑐

)(1 −
𝑃

𝑃𝑚
) 

(3.4) 
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𝜇𝑝 = 𝜇𝑚
𝑝(

𝑆𝐶

𝑆𝐶 + 𝐾𝑆𝑐
𝑝 +

𝑆𝑐2

𝐾𝑖𝑐
𝑝

)(1 −
𝑃

𝑃𝑚′
) 

(3.5) 

 

3.16 Estimação dos parâmetros do modelo matemático 

Os parâmetros do modelo foram estimados pelo método de otimização 

baseado em Algoritmo Genético - AG (HOLLAND, 1975) implementado no 

software Maple®. A resolução do sistema de equações diferenciais ordinárias foi 

realizada pelo método de Rosenbrock. A função dos mínimos quadrados (Eq. 3.6) 

foi utilizada como critério de minimização, admitindo-se distribuição normal das 

variações experimentais e erros constantes em todas as condições experimentais.  

 

𝐹𝑂 =∑∑(
�̃�𝑖𝑗 − 𝑦𝑖𝑗

𝑦𝑖
𝑚𝑎𝑥 )

2𝑁𝑃

𝑗=1

𝑁𝑉

𝑖=1

 (3.6) 

 

A diferença entre os pontos experimentais e simulados pelo modelo foi 

dividida pelo ponto experimental de maior valor, a fim de minimizar tendências 

nas simulações devido à diferença de ordem das variáveis. Todas as execuções 

foram realizadas em microcomputador Intel Core i5, 5 GB de memória RAM. 
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4.1 Condições de obtenção de biomassa celular 

As variáveis utilizadas no DCCR: sulfato de amônio - (NH4)2SO4, sulfato de 

magnésio - MgSO4, fosfato monobásico de potássio - KH2PO4 e permeado, e a 

resposta a partir da concentração de biomassa celular são apresentadas na 

Tabela 4.1, conforme os valores reais investigados. 

O DCCR ajustou um modelo teórico não linear às respostas obtidas nos 

experimentos mantidos em pH 5,5, 30ºC e 100 rpm de agitação (ASSUNÇÃO, 

2014). Para a análise estatística dos dados, fixou-se o tempo em 17 h de 

fermentação para todos os ensaios, pois neste intervalo de tempo foram obtidas 

as maiores concentrações de biomassa celular. As figuras que ilustram os perfis 

cinéticos para todos os ensaios realizados no planejamento DCCR encontram-se 

no Apêndice B.  

A análise estatística dos resultados obtidos apresenta-se a partir da 

estimativa dos efeitos principais e de interação das variáveis (Tabela 4.2), o 

diagrama de Pareto (Figura 4.1), a análise de variância (Tabela 4.3), o modelo de 

regressão (Eq. 4.1), o gráfico dos resíduos em função dos valores preditos e o 

gráfico da probabilidade normal dos resíduos (Figura 4.2) e as superfícies de 

resposta (Figura 4.3). 

De acordo com a Tabela 4.1, verifica-se que, para o ensaio 10 foi 

alcançada a maior concentração de biomassa celular (40 gL-1), sendo utilizadas 

concentrações de 7,5 gL-1 de sulfato de amônio, 1,25 gL-1 de sulfato de magnésio, 

1,5 gL-1 de fosfato monobásico de potássio e 180 gL-1 de permeado.  

Na Tabela 4.2 encontra-se a estimativa dos efeitos das variáveis e de suas 

interações sobre a resposta analisada, considerando o nível de significância de 

5%. Os valores destacados em negrito indicam que a variável é significativa para 

o intervalo de confiança de 95% (p-valor < 0,05). 

 

 

Tabela 4.1: Matriz do planejamento experimental DCCR – valores reais das variáveis investigadas 
((NH4)2SO4 , MgSO4, KH2PO4 e permeado), e resposta de biomassa celular no tempo de 17 horas 

de cultivo 

Ensaio Variáveis independentes Resposta  
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[(NH4)2SO4] 
(gL-1) 

[MgSO4] 
(gL-1) 

[KH2PO4] 
(gL-1) 

[Permeado] 
(gL-1) 

Biomassa 
celular (gL-

1) 

Erro-
padrão 

1 4,5 1,25 1,5 100 24,34 ± 0,12 

2 7,5 1,25 1,5 100 22,12 ± 0,25 

3 4,5 3,75 1,5 100 26,43 ± 0,06 

4 7,5 3,75 1,5 100 22,22 ± 0,09 

5 4,5 1,25 4,5 100 24,02 ± 0,17 

6 7,5 1,25 4,5 100 20,51 ± 0,27 

7 4,5 3,75 4,5 100 24,04 ± 0,32 

8 7,5 3,75 4,5 100 25,13 ± 0,10 

9 4,5 1,25 1,5 180 33,85 ± 0,21 

10 7,5 1,25 1,5 180 40,06 ± 0,10 

11 4,5 3,75 1,5 180 35,45 ± 0,39 

12 7,5 3,75 1,5 180 32,08 ± 0,26 

13 4,5 1,25 4,5 180 32,41 ± 0,39 

14 7,5 1,25 4,5 180 36,31 ± 0,31 

15 4,5 3,75 4,5 180 35,21 ± 0,22 

16 7,5 3,75 4,5 180 36,75 ± 0,39 

17 3 2,5 3 140 31,82 ± 0,25 

18 9 2,5 3 140 30,33 ± 0,20 

19 6 0 3 140 31,03 ± 0,24 

20 6 5 3 140 32,57 ± 0,24 

21 6 2,5 0 140 24,98 ± 0,17 

22 6 2,5 6 140 28,21 ± 0,21 

23 6 2,5 3 60 
 

17,75 ± 0,14 

24 6 2,5 3 220 33,69 ± 0,32 

25 6 2,5 3 140 28,98 ± 0,22 

26 6 2,5 3 140 27,23 ± 0,31 

27 6 2,5 3 140 27,14 ± 0,19 

28 6 2,5 3 140 27,42 ± 0,22 

 

 

De acordo com a Tabela 4.2, verifica-se que, entre as variáveis estudadas, 

a concentração de sulfato de amônio, sulfato de magnésio e permeado são 

significativas, ou seja, possuem influência na produção de biomassa celular por S. 

boulardii, dentro do intervalo de confiança de 95% (p-valor<0,05).  

Pelo diagrama de Pareto (Figura 4.1), bem como a partir do p-valor (Tabela 

4.2), verifica-se que a concentração do permeado apresentou maior influência na 

concentração de biomassa celular. Além disso, o diagrama de Pareto mostra que 

a interação entre as variáveis não teve efeito significativo. 

Tabela 4.2: Estimativa dos efeitos principais e de interação das variáveis utilizadas no 

planejamento experimental DCCR 
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Variáveis Efeito t(13)a p-valor Coeficiente 
Erro-padrão 

do coeficiente 

Intercepto 27,69610 26,56248 0,000000 27,69610 1,042677 

[(NH4)2SO4] (L) -0,29413 -0,34549 0,735253 -0,14706 0,425671 

[(NH4)2SO4] (Q)b 1,90538 2,23809 0,043350 0,95269 0,425671 

[MgSO4]  (L)c 0,56361 0,66203 0,519519 0,28181 0,425671 

[MgSO4] (Q) 2,26764 2,66361 0,019500 1,13382 0,425671 

[KH2PO4]  (L) 0,35866 0,42129 0,680426 0,17933 0,425671 

[KH2PO4] (Q) -0,33798 -0,39700 0,697810 -0,16899 0,425671 

[permeado] (L) 10,43025 12,25153 0,000000 5,21513 0,425671 

[permeado] (Q) -0,77253 -0,90742 0,380696 -0,38626 0,425671 

[(NH4)2SO4] (L) x  [MgSO4] (L) -1,16447 -1,11681 0,284293 -0,58224 0,521339 

[(NH4)2SO4] (L) x  [KH2PO4] (L) 0,82631 0,79248 0,442301 0,41315 0,521339 

[(NH4)2SO4] (L) x [permeado] (L) 2,14116 2,05353 0,060709 1,07058 0,521339 

[MgSO4] (L) x  [KH2PO4] (L) 1,50970 1,44791 0,171328 0,75485 0,521339 

[MgSO4] (L) x [permeado] (L) -1,24756 -1,19650 0,252869 -0,62378 0,521339 

[KH2PO4] (L)x [permeado] (L) 0,08350 0,80009 0,937389 0,04175 0,521339 

(a) Distribuição (estatística) “t” para 13 graus de liberdade do resíduo; (b) (Q) = termo quadrático; (c) 

(L) = termo linear 

 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA), a 

qual foi utilizada na regressão dos dados experimentais e das superfícies de 

resposta, conforme os valores apresentados na Tabela 4.3. A partir do teste F, 

comparou-se o valor de F calculado (Fcalc) com F tabelado (Ftab). O valor de F 

tabelado para um intervalo de confiança de 95% é de Ftab(0,05;14;13) = 2,55. 

 

Tabela 4.3: Análise de variância (ANOVA) dos ensaios do planejamento DCCR 

 
Soma 

Quadrática 
(SQ) 

Graus de 
Liberdade   

(GL) 

Média 
Quadrática 

(MQ) 
F(calc) 

Coeficiente de 
determinação 

(r2) 

Modelo de 
regressão 

762,9522 14 54,4966 12,5317 
0,931 

Resíduo 56,5332 13 4,3487 - 
 

Total  819,4854 27 - -  
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,0800851

-,345489

-,396998

,4212887

,6620252

,792484

-,907424

-1,11681

-1,1965

1,447907

2,053526

2,23809

2,663608

12,25153

p=,05

[KH2PO4](L) x [permeado](L)

[(NH4)2SO4] (g L-1)(L)

[KH2PO4] (g L-1)(Q)

[KH2PO4] (g L-1)(L)

[MgSO4] (g L-1)(L)

[(NH4)2SO4](L) x [KH2PO4](L)

[permeado] (g L-1)(Q)

[(NH4)2SO4](L) x [MgSO4](L)

[MgSO4](L) x [permeado](L)

[MgSO4](L) x [KH2PO4](L)

[(NH4)2SO4](L) x  [permeado](L)

[(NH4)2SO4] (g L-1)(Q)

[MgSO4] (g L-1)(Q)

[permeado] (g L-1)(L)

 

Figura 4.1: Diagrama de Pareto com efeito das variáveis e interações estudadas no planejamento 

DCCR para um nível de 5% de significância 

 

Verifica-se que Fcal é cerca de 5 vezes maior que Ftab, mostrando que, pelo 

teste F, o modelo de regressão resultante da análise estatística descreve 

adequadamente a concentração celular como resposta à influência das variáveis 

significativas, conforme a Equação 4.1. 

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑐𝑒𝑙𝑢𝑙𝑎𝑟 (𝑔 𝐿−1)
= 27,69 − 0,14. [(𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4] + 0,95. [(𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4]

2

+  0,28. [𝑀𝑔𝑆𝑂4]  + 1,13. [𝑀𝑔𝑆𝑂4]
2 + 0,17. [𝐾𝐻2𝑃𝑂4]

− 1,16. [𝐾𝐻2𝑃𝑂4]
2 + 5,21. [𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜] − 0,38. [𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜]2

− 0,58. [(𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4]. [𝑀𝑔𝑆𝑂4] + 0,41. [(𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4]. [𝐾𝐻2𝑃𝑂4]
+ 1,07. [(𝑁𝐻4)2𝑆𝑂4]. [𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜] + 0,75. [𝑀𝑔𝑆𝑂4]. [𝐾𝐻2𝑃𝑂4]
− 0,62. [𝑀𝑔𝑆𝑂4]. [𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜] + 0,04. [𝐾𝐻2𝑃𝑂4]. [𝑝𝑒𝑟𝑚𝑒𝑎𝑑𝑜] 

 
(4.1) 

Portanto, o coeficiente do modelo de regressão com maior relevância para 

concentração de biomassa é o termo linear da variável permeado, seguido do 

termo quadrático da variável sulfato de magnésio, e termo quadrático da variável 

sulfato de amônio. 

A validação do modelo por meio da ANOVA pode ser corroborada pelo 

comportamento observado no gráfico dos resíduos em função dos valores 
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preditos pelo modelo de regressão e no gráfico da probabilidade normal dos 

resíduos, os quais podem ser observados na Figura 4.2. 

 

 
 

(a) (b) 

Figura 4.2: Resultado estatístico do planejamento DCCR - (a) resíduos em função dos valores 

preditos e (b) probabilidade normal dos resíduos  

Observa-se na Figura 4.2 (a) a distribuição dos resíduos de forma aleatória 

em torno do zero para os valores preditos, o que confirma um ajuste adequado do 

modelo de regressão e sem tendências durante a predição dos valores 

calculados. Pela Figura 4.2 (b) verifica-se a ausência de valores discrepantes ou 

outliers. As superfícies de resposta geradas a partir da análise estatística dos 

resultados são apresentadas na Figura 4.3. 

  
(a) (b) 

Figura 4.3: Superfícies de resposta para as variáveis (a) permeado e sulfato de magnésio, (b) 

permeado e sulfato de amônio 
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A avaliação das relações existentes entre as variáveis significativas sobre a 

concentração de biomassa mostra que a variável concentração de permeado 

mostrou maior influência sobre a mesma, em comparação com as demais 

variáveis estudadas. Portanto, pela Figura 4.3 (a) a suplementação com sulfato de 

magnésio em 6 gL-1 fornece a mesma concentração de biomassa (cerca de 45 gL-

1) sem o nutriente, no caso de utilizar-se elevadas concentrações de permeado 

(cerca de 240 gL-1). Conclui-se que, dentro das faixas de concentração avaliadas 

no planejamento DCCR, caso o permeado apresente-se em concentrações mais 

elevadas, não há necessidade de suplementação com sulfato de magnésio. 

A importância da variável sulfato de amônio mostrou-se menor frente à 

concentração de permeado, conforme apresentado pela Figura 4.3 (b). No 

entanto, analisando essa superfície, observa-se que a suplementação em altas 

concentrações de (NH4)2SO4 (em torno de 10 gL-1), favorece a influência da 

concentração de permeado na resposta microbiana. Isso é observado pela 

relação linear de aumento de concentração de biomassa em função da 

concentração de permeado ser mais acentuada quando a concentração de sulfato 

de amônio aproxima-se de 10 gL-1, e menos acentuada quando não há 

suplementação por (NH4)2SO4. Conclui-se que, dentro da faixa de concentração 

investigada pelo planejamento DCCR, a suplementação com elevadas 

concentrações de (NH4)2SO4 é tão importante quanto a não suplementação, 

quando elevadas concentrações de permeado são utilizadas. 

A Figura 4.4 apresenta a cinética do crescimento celular (gL-1), do consumo 

de substrato (gL-1), da glicose (gL-1) e pH durante o processo fermentativo na  

condição que obteve maior quantidade de biomassa celular no planejamento 

experimental DCCR (ensaio 10: 180 gL-1 de permeado; 7,5 gL-1 de sulfato de 

amônio; 1,25 gL-1 de sulfato de magnésio e 1,5 gL-1 de fosfato monobásico de 

potássio). A linha pontilhada indica o tempo de 17 horas de fermentação, o qual 

foi utilizado para a análise estatística. 

De acordo com a Figura 4.4 pode-se observar que o crescimento celular é 

menor nas primeiras 3 horas de fermentação, o que indica que esse processo 

apresentou a fase lag, ou fase de latência. Isto pode ter ocorrido pelo fato da 

célula ainda estar se adaptando às condições de cultivo intrínsecas e extrínsecas, 

como meio de cultivo e temperatura.  
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Figura 4.4: Cinética de crescimento da biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 

glicose e pH durante o processo fermentativo (ensaio 10) 

 

No período compreendido entre 3 e 17 horas de fermentação pode-se 

observar uma fase log, ou exponencial bem definida, na qual a curva de 

crescimento celular indicou que as condições foram favoráveis ao metabolismo 

celular. Müller (2006), obteve um comportamento semelhante em seus estudos 

utilizando a S. boulardii, em condições de temperatura 30ºC, pH 5,5, agitação de 

100 rpm, meio definido (20 gL-1), sulfato de amônio (9,0 gL-1), sulfato de magnésio 

(3,6 gL-1) e fosfato monobásico de potássio (3,0 gL-1). Os resultados obtidos pelo 

autor mostram que após 4 horas de fase log obteve-se 8,75 gL-1 de biomassa 

celular, valor inferior ao alcançado no presente estudo (40 gL-1).  

Na Figura 4.4 verifica-se um decréscimo do pH até 17 horas de 

fermentação, indicando um aumento na acidez do meio fermentativo, 

consequente de uma provável produção de ácidos orgânicos, como os ácidos 

acético, lático e succínico. Após 17 horas, observa-se a estabilização do pH. 

Conforme a Figura 5.5, o consumo do substrato (fonte de carbono) foi de 

aproximadamente 70 gL-1 em cerca de 17 horas de fermentação, fato que 

vinculado a estabilização do pH indica o patamar máximo de biomassa celular 

alcançado (40 gL-1). A não metabolização total da fonte de carbono (180 gL-1) 

pode ser explicada pelas seguintes hipóteses isoladas ou combinadas: 
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1) Consumo total dos nutrientes adicionados ao meio fermentativo 

(nitrogênio, magnésio e fósforo), o que impossibilitaria a síntese de 

enzimas, e consequentemente a metabolização da fonte de carbono; 

2) Inibição pela concentração do substrato, a qual se mostra elevada (162 

gL-1 de lactose, levando-se em consideração que o permeado apresenta 

90% de lactose) podendo provocar a repressão catabólica por glicose; 

3) Inibição do crescimento celular decorrente da toxicidade provocada pela 

produção de etanol e metabólitos secundários; 

4) A levedura S. boulardii não consume a galactose presente no meio. 

Avaliando-se a última hipótese, comparou-se o consumo de açúcar redutor 

total (glicose + galactose) com o consumo de açúcar redutor (glicose), a partir dos 

dados experimentais obtidos no ensaio 10, conforme a Figura 4.5. Ressalta-se 

que a hidrólise enzimática foi utilizada para a quebra da lactose em glicose e 

galactose. 

Assim, durante o processo fermentativo, a S. boulardii consumiu somente a 

glicose presente no meio, e, conforme os dados experimentais apresentados na 

Figura 4.5, o decréscimo de galactose permaneceu inalterado, apontando que 

S.boulardii não consome a galactose, já que no mesmo período, o crescimento 

celular cessou (ver Figura 4.4). 

 

Figura 4.5: Dados experimentais do consumo de substrato pela S. boulardii: (●) açúcar redutor 

total e (▪) açúcar redutor  
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A partir da Figura 4.5 observa-se que após 15 horas de fermentação o 

consumo da glicose pela S. boulardii foi totalmente alcançado, ao passo que o 

açúcar redutor total mantém-se em torno de 80 gL-1, indicando que a galactose 

não foi consumida até 30 h de fermentação. 

Esse resultado coincide com os resultados obtidos por Assunção (2014), 

onde, em seus estudos utilizando o permeado de soro de leite como substrato 

para o crescimento de S. boulardii, obteve 22,85 gL-1 de biomassa celular e um 

consumo de substrato de 70 gL-1 em sua melhor condição: temperatura (30ºC), 

pH (5,5), agitação (100 rpm), permeado (150 gL-1), sulfato de amônio (9,0 gL-1), 

sulfato de magnésio (1,2 gL-1) e fosfato monobásico de potássio (9,0 gL-1). 

 

4.2 Efeito do pH inicial na obtenção de biomassa celular 

A influência do pH inicial na produção de biomassa celular utilizando o 

permeado como substrato foi avaliada a partir de quatro ensaios, mantendo-se 

fixos os seguintes parâmetros: temperatura (30ºC), agitação (100 rpm), 

concentração de permeado (180 gL-1), sulfato de amônio (7,5 gL-1), sulfato de 

magnésio (1,25 gL-1) e fosfato monobásico de potássio (1,5 gL-1), que conforme o 

ensaio 10 do planejamento DCCR resultou na produção de maior quantidade de 

biomassa celular (40 gL-1). 

Os valores de pH iniciais avaliados são apresentados na Tabela 4.4, 

juntamente com os resultados de biomassa celular obtidos no tempo de 17 horas 

de fermentação. A numeração referente aos ensaios segue a numeração do 

planejamento DCCR, para facilitar a compreensão da análise dos experimentos. 

Tabela 4.4: Valores de pH iniciais avaliados e resultados obtidos 

Ensaio pH Biomassa celular (gL-1) Erro-padrão 

29 3,5 30,48 ± 0,19 

30 4,5 41,76 ± 0,06 

31 6,5 28,32 ± 0,35 

32 7,5 34,39 ± 0,09 

 

De acordo com a Tabela 4.4 é possível notar que no ensaio 30 foi 

alcançada a maior concentração de biomassa celular, o qual foi realizado 

utilizando pH 4,5. A concentração de biomassa obtida no ensaio 30 foi maior (4%) 
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que a concentração alcançada no ensaio 10, o qual foi realizado utilizando pH 5,5. 

Como o permeado utilizado neste trabalho, quando hidratado, apresenta valores 

de pH de aproximadamente 5,5, pode-se considerar que, para sua aplicação em 

processo industrial, é favorável sua utilização com pH 5,5, uma vez que não há a 

necessidade da adição de reagentes para a correção do pH, gerando assim uma 

economia para o processo.   

As cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato 

(gL-1), glicose e pH durante os processos fermentativos referente aos ensaios 29, 

30, 31 e 32 encontram-se na Figura 4.6. 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

Figura 4.6: Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), glicose 

(gL-1) e pH: (a) ensaio 29; (b) ensaio 30; (c) ensaio 31; (d) ensaio 32 

 

Champagne et al., (1990) utilizaram a levedura Saccharomyces cerevisiae 

em permeado de soro de leite e relataram que a faixa de pH entre 5,5 e 6,0 

beneficiou a produção de biomassa celular. Assunção (2014), em seus estudos 

utilizando a S. boulardii e o permeado como substrato para a produção de 
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biomassa celular, realizou ensaios com diferentes pHs (1,5; 3,5 e 5,5) e obteve o 

maior valor de biomassa celular (22,85 gL-1) empregando o pH 5,5. 

 

4.3 Efeito da relação C:N na obtenção de biomassa celular 

A influência da relação C:N sobre a produção de biomassa celular foi 

analisada a partir de cinco ensaios. As concentrações de nitrogênio sob a forma 

de sulfato de amônio foram utilizadas a 0; 1,25; 2,5; 5 e 10 % da concentração da 

fonte de carbono considerando-se que o permeado possui 90% de lactose.  

Os ensaios, 33 a 37, foram realizados mantendo-se fixos os seguintes 

parâmetros: pH (5,5), temperatura (30ºC), agitação (100 rpm), sulfato de 

magnésio (1,25 gL-1), fosfato monobásico de potássio (1,5 gL-1), e permeado (180 

gL-1), que conforme o ensaio 10 do planejamento DCCR resultou na maior 

concentração de biomassa celular (40 gL-1). Os resultados dos ensaios realizados 

com diferentes concentrações de sulfato de amônio para 17 horas de fermentação 

são apresentados na Tabela 4.5. 

Para essa análise também se considera a relação C:N apresentada nos 

ensaios 9 e 10, realizados pelo planejamento DCCR, conforme a Tabela 4.6. 

Tabela 4.5: Resultado do efeito da relação C:N na produção de biomassa celular 

Ensaio 

Relação 

C:N 
[(NH4)2SO4] 

(gL-1) 

Nitrogênio 

(gL-1) 

Biomassa 
celular 

 (gL-1) 

Erro-padrão 

33 10:1 77,14 16 23,77 ± 0,25 

34 10:0,5 38,5 8 29,95 ± 0,27 

35 10:0,25 19,25 4 33,99 ± 0,32 

36 10:0,125 9,62 2 36,68 ± 0,12 

37 0 0 0 25,55 ± 0,19 

 

Tabela 4.6: Relação C:N na produção de biomassa celular dos ensaios 9 e 10 

Ensaio 

Relação 

C:N 
[(NH4)2SO4] 

(gL-1) 

Nitrogênio 

(g) 

Biomassa 
celular 

 (gL-1) 

Erro-padrão 

9 10:0,058 4,5 0,94 33,85 ± 0,21 

10 10:0,093 7,5 1,5 40,06 ± 0,10 
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Dentre os resultados nos novos ensaios e aqueles obtidos no planejamento 

DCCR, o ensaio 10 apresentou a maior concentração de biomassa celular (40 gL-

1), sendo a concentração de nitrogênio menor que 1% da concentração de 

carbono (10:0,093). A segunda maior concentração de biomassa (36,68 gL-1) foi 

alcançada no ensaio 36, o qual utilizou a concentração de nitrogênio igual a 

1,25% da concentração de carbono.  

Conclui-se que, para as condições experimentais: pH 5,5, 30°C, 100 rpm, 

1,25 gL-1 de sulfato de magnésio, 1,5 gL-1 de fosfato monobásico de potássio e 

180 gL-1 de permeado (162 g de carbono),  as concentrações de sulfato de 

amônio que favorecem a produção de biomassa celular estão na faixa de 7,5 a 

9,62 gL-1, o que corresponde a valores entre 0,93 a 1,25 % da concentração de 

carbono. As cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de 

substrato (gL-1), glicose e pH durante os processos fermentativos referente aos 

ensaios 33, 34, 35, 36 e 37 encontram-se na Figura 4.7. 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 
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(e) 

Figura 4.7: Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 

consumo de glicose (gL-1) e pH: (a) ensaio 33; (b) ensaio 34; (c) ensaio 35; (d) ensaio 36; (e) 

ensaio 37 

Oliveira (2006) utilizou a S. cerevisiae e mostrou que um meio balanceado 

deve conter dez vezes mais carbono do que nitrogênio (10:1). Contudo, a 

avaliação da relação de C:N realizada neste trabalho mostrou que a utilização de 

uma quantidade superior de carbono garantiu um alto conteúdo proteico quando 

utiliza-se a levedura S. boulardii.  

 

4.4 Efeito da concentração de permeado na obtenção de biomassa celular 

Os resultados dos ensaios realizados em concentrações de permeado 

variando entre 60 a 300 gL-1 são apresentados na Tabela 4.7. Os ensaios foram 

realizados com os seguintes parâmetros da condição que obteve maior 

concentração de biomassa pelo planejamento DCCR: temperatura (30ºC), 

agitação (100 rpm), pH (5,5), sulfato de amônio (7,5 gL-1), sulfato de magnésio 

(1,25 gL-1) e fosfato monobásico de potássio (1,5 gL-1). 

Tabela 4.7: Resultados do efeito da concentração de permeado na produção de biomassa celular 

Ensaio 
Permeado  

(gL-1)  
Biomassa celular 

(gL-1) 
Erro-padrão 

38 60 14,63 ± 0,05 

39 100 23,24 ± 0,31 

40 140 31,78 ± 0,13 

41 220 39,78 ± 0,14 

42 260 33,82 ± 0,31 

43 300 4,9 ± 0,02 

 



 
 

59 
 

De acordo com a Tabela 4.7, o ensaio 41 (220 gL-1 de permeado) forneceu 

a maior concentração de biomassa celular (39,78 gL-1); valor próximo do 

alcançado no ensaio 10, (40 gL-1) com 180 gL-1 de permeado. 

Verificou-se que acima de 220 gL-1 de permeado, a concentração de 

biomassa decresceu para 33,8 gL-1 (260 gL-1 de permeado) e atingiu um valor 

demasiadamente pequeno (4,9 gL-1) quando a concentração de permeado foi 

elevada a 300 gL-1. Esses valores sugerem a inibição do crescimento da levedura 

S. boulardii, considerando-se três hipóteses: 

1) Inibição pelo substrato, já que altas concentrações de permeado 

intensificam a repressão catabólica por glicose; 

2) Inibição pelo produto, causada pela produção de etanol ou outros 

produtos metabólicos em concentrações prejudiciais ao crescimento 

celular;  

3) Aumento do número de íons amônio devido a relação C:N indesejável 

ao metabolismo celular. 

Para os ensaios 42 e 43 a relação C:N foi 10:0,064 e 10:0,055, 

respectivamente; valores abaixo do considerado ideal pela avaliação da relação 

entre as fontes de nitrogênio e carbono realizada neste trabalho. 

Frisa-se que as avaliações do efeito da relação C:N mostraram que valores 

ideais da concentração de (NH4)2SO4 estão no intervalo 0,93 a 1,25% da 

concentração de permeado, nas condições experimentais: temperatura (30ºC), 

agitação (100 rpm), pH (5,5), sulfato de amônio (7,5 gL-1), sulfato de magnésio 

(1,25 gL-1) e fosfato monobásico de potássio (1,5 gL-1). 

Portanto, pelos ensaios 38 a 43 conclui-se que as concentrações de 

permeado que favorecem a produção de biomassa celular estão compreendidas 

na faixa que varia de 180 a 220 gL-1. Os valores correspondem a relação C:N 

igual a 10:0,093 e 10:0,075, respectivamente. Isso indica a utilização da 

concentração de nitrogênio em 0,93 e 0,75% da concentração de carbono.  

Na Figura 4.8 encontram-se as cinéticas de produção de biomassa celular 

(gL-1), consumo de substrato (gL-1), consumo de glicose e perfil de pH durante os 

processos fermentativos referente aos ensaios 38 a 43. 
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

  
(e) (f) 

Figura 4.8: Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), glicose 

(gL-1) e pH: (a) ensaio 38; (b) ensaio 39; (c) ensaio 40; (d) ensaio 41; (e) ensaio 42 e (f) ensaio 43 

 

 

4.5 Efeito da aeração 

As cinéticas de fermentação dos ensaios 44 e 45 são apresentadas na 

Figura 4.9, nos quais as concentrações de permeado foram 200 e 220 gL-1, 

respectivamente. Em ambos, as condições experimentais foram: pH (5,5), 

temperatura (30 °C), sulfato de amônio (7,5 gL-1), sulfato de magnésio (1,25 gL-1), 

fosfato monobásico de potássio (1,5 gL-1). O ensaio 44 foi realizado com aeração 
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de 1,5 vvm e agitação de 150 rpm, já o ensaio 45 foi realizado com aeração de 

1,5 à 3,0 vvm e agitação de 150 à 600 rpm. 

Em ambos os ensaios foi possível verificar que a adição de oxigênio no 

processo fermentativo favorece a produção de biomassa. A produção de 

biomassa celular atingiu 57,92 gL-1 (ensaio 44) e 67,61 gL-1 (ensaio 45) no tempo 

de 17 horas de fermentação; valores superiores ao valor alcançado no ensaio que 

obteve maior concentração de biomassa pelo DCCR (40 gL-1), cujo ensaio foi 

realizado sem aeração. 

  
(a) (b) 

Figura 4.9:Acompanhamento da produção de biomassa celular, pH, consumo de substrato e 

glicose durante o processo fermentativo, referente ao (a) ensaio 44 e (B) ensaio 45. 

 

De acordo com a Figura 4.9, em ambos os ensaios com aeração o 

consumo de cerca de 70 gL-1 de açúcar foi atingido. Ao longo de 14h de 

fermentação ocorreu o decréscimo acentuado da fonte de carbono, aumento da 

biomassa celular, acompanhados da redução nos valores do pH. Após, uma 

desaceleração no consumo do açúcar e estabilização da concentração de 

biomassa celular foram observadas até 20 horas no ensaio 44, e até 17 horas no 

ensaio 45. 

Verificou-se que em 17 horas de fermentação a produção de biomassa 

celular atingiu valor superior no ensaio 45 (67,6 gL-1) em relação ao ensaio 44 

(57,9 gL-1), o que não pode ser explicado pela maior concentração de permeado 

utilizada (220 gL-1), já que o consumo de glicose em ambos os ensaios foi similar 

em torno de 70 gL-1. 
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O ensaio 45 mostrou que após 17 horas o crescimento celular continuou 

ocorrendo, e o açúcar redutor total (glicose+galactose) decresceu, apesar de 

totalmente consumida a glicose presente no meio. Assim, duas hipóteses são 

consideradas: 

1) A repressão catabólica por glicose, ou seja, enquanto presente no meio 

ocorreu o seu consumo preferencial em relação à galactose. Após a 

glicose totalmente consumida, as enzimas antes reprimidas pela 

presença da glicose atuaram no catabolismo da galactose favorecendo 

a produção da biomassa; 

2) A aeração promoveu maior quantidade de energia que está vinculada a 

formação de enzimas e moléculas necessárias para a produção de 

biomassa. 

Portanto, apesar do aumento da produção de biomassa celular mostrar 

valores satisfatórios pelos experimentos com aeração, os ensaios são 

inconclusivos sobre o quanto a aeração afeta a síntese celular. Sugere-se que 

trabalhos posteriores sejam realizados a partir de um adequado planejamento de 

experimentos, investigando-se as variáveis: aeração, agitação e concentração de 

permeado, tendo como resposta a produção de biomassa celular. 

Os valores da concentração de permeado e da suplementação em sulfato 

de amônio dos ensaios 44 e 45 correspondem a relação C:N de 10:0,083 e 

10:0,075, respectivamente. Isso indica a utilização da concentração de nitrogênio 

em 0,83 e 0,75% da concentração de carbono. Essas percentagens são menores 

que os valores mostrados ideais durante a avaliação do efeito da relação C:N em 

ensaios realizados sem aeração (0,93 e 1,25%). 

Uma análise comparativa apresentada na Tabela 4.8, mostra a importância 

de um adequado e eficiente sistema de agitação e aeração durante o processo 

fermentativo, minimizando os efeitos de mecanismos tais como a repressão de 

enzimas responsáveis pela produção de biomassa celular. 

A partir da Tabela 4.8 verifica-se que os maiores valores para a biomassa 

microbiana foram obtidos para o percentual de fonte de nitrogênio igual a 0,75; 

0,83 e 0,93 % da fonte de carbono, independente da adição de oxigênio. Portanto, 
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isso indica o intervalo ideal (0,75 – 0,93%) de fonte de nitrogênio em cultivos de 

S.boulardii a 30°C e pH 5,5. 

Tabela 4.8: Comparativo entre os melhores ensaios a Temperatura (30°C); pH (5,5); MgSO4 (1,25 
gL-1); KH2PO4 (1,5 gL-1), com e sem aeração 

 Sem aeração e 100 rpm Aeração (1,5 vvm) e 150 rpm 

 Ensaio 42 Ensaio 41  Ensaio 10 Ensaio 36 Ensaio 44 Ensaio 45 

Permeado 
(gL-1) 

260 220 180 180 200 220 

[(NH4)2SO4] 
(gL-1) 

7,5 7,5 7,5 9,6 7,5 7,5 

% nitrogênio 0,64 0,75 0,93 1,25 0,83 0,75 

Biomassa 
celular (gL-1) 

33,8 39,8 40,06 36,7 57,9 67,6 

 

Esse intervalo fornece os valores para a suplementação com (NH4)2SO4 e 

a concentração de permeado, que podem ser investigados em estudos 

posteriores, juntamente com as variáveis: agitação e aeração. 

A metodologia de superfície de resposta realizada com o planejamento 

DCCR, juntamente com os efeitos avaliados – pH, concentração de permeado, 

relação C:N e adição de oxigênio, podem nortear estudos posteriores do cultivo 

de S.boulardii utilizando-se o permeado de soro de leite como substrato. 

A partir das avaliações realizadas, não há necessidade de suplementação 

com minerais, embora esses sejam essenciais para o crescimento de leveduras, 

uma vez que alguns íons inorgânicos tais como: potássio, magnésio, sódio, cálcio 

e fósforo, estão presentes no permeado do soro de leite, conforme caracterização 

da SOORO LTDA (ver Tabela 3.1). 

Por outro lado, a suplementação com sulfato de amônio é fundamental, já 

que as leveduras preferem utilizar os sais de amônia que qualquer outra fonte de 

nitrogênio presente no meio de cultivo, tais como aminoácidos e peptídeos. 

Assim, sugerem-se novos experimentos, conforme as hipóteses: 

• Maximização da fonte de nitrogênio e da fonte de carbono mantendo-se 

a relação C:N (10:0,075 a 10:0,093); 

• Minimização da fonte de magnésio; 
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• Minimização da fonte de fosfato monobásico de potássio; 

• Investigação da agitação no intervalo entre 150 a 300 rpm; 

• Investigação da aeração no intervalo entre 1,5 a 3 vvm.  

 

4.6 Estimativa preliminar de parâmetros 

Os valores referentes à velocidade específica de crescimento (µ), 

conversão do substrato em célula (S) e produtividade (YX/S) encontram-se na 

Tabela 4.9, juntamente com os valores de biomassa celular produzida e de açúcar 

consumido. 

De acordo com a Tabela 4.9, o maior valor do fator de conversão do 

substrato em célula foi de 0,75 gg-1, obtido no ensaio 45, o qual produziu 67,61 

gL-1 de biomassa celular e cujo ensaio foi realizado com adição de oxigênio. 

O segundo maior valor do fator de conversão foi obtido no ensaio 23 (0,73 

gg-1), o qual foi realizado sem adição de oxigênio e resultou em 17,75 gL-1 de 

biomassa celular. 

 Müller (2006) obteve um fator de conversão de 0,41 gg-1, no tempo de 12 

horas de fermentação, em agitador incubador utilizando a S. boulardii, sob as 

seguintes condições: temperatura (30ºC), pH (3,0), agitação (200 rpm), e meio 

definido composto por glicose (10 gL-1), peptona de carne (2 gL-1), extrato de 

levedura (2 gL-1), fosfato monobásico de potássio (0,6 gL-1), ureia (0,36 gL-1) e 

sulfato de amônio (0,12 gL-1).  

Já Assunção (2014) obteve um fator de conversão de 0,92 gg-1, no tempo 

de 24 horas de fermentação e 8,75 gL-1 de biomassa celular. As condições 

empregadas pelo autor foram: temperatura (30ºC), pH (5,5), agitação (100 rpm), 

permeado de soro de leite (20 gL-1), sulfato de amônio (9,0 gL-1), sulfato de 

magnésio (3,6 gL-1) e fosfato monobásico de potássio (3,0 gL-1), utilizando a 

levedura S. boulardii. 

O maior valor de produtividade alcançado nesse estudo para o tempo de 

17 horas de fermentação foi de 3,70 gL-1h-1 no ensaio 45, seguido do valor de 

3,12 gL-1h-1 no ensaio 44 (Tabela 4.9), ambos realizados com adição de oxigênio.  
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Tabela 4.9: Biomassa celular produzida, velocidade específica de crescimento (µ), açúcar 

consumido (ΔS) , conversão de substrato em célula (YX/S) e produtividade para o tempo de 17 

horas de fermentação 

Ensaio ΔX (gL-1) µ (h-1) ΔS (gL-1) YX/S (gg-1) 
Produtividade 

(gL-1h-1) 

1 21,12 0,1674 37,87 0,55 1,24 

2 19,14 0,1731 51,48 0,37 1,12 

3 23,26 0,1670 37,23 0,62 1,36 

4 19,21 0,1715 44,31 0,43 1,13 

5 20,56 0,1648 42,36 0,48 1,20 

6 17,20 0,1663 37,37 0,46 1,01 

7 20,88 0,1724 30,97 0,67 1,22 

8 21,50 0,1895 47,08 0,45 1,26 

9 30,78 0,1824 76,26 0,40 1,81 

10 35,92 0,2054 68,62 0,52 2,11 

11 35,89 0,1641 80,52 0,38 1,81 

12 28,01 0,1715 71,38 0,39 1,64 

13 27,87 0,1755 78,43 0,35 1,63 

14 32,78 0,1800 76,47 0,42 1,92 

15 31,88 0,1877 72,55 0,43 1,87 

16 33,23 0,2102 77,60 0,42 1,95 

17 28,55 0,2093 75,47 0,37 1,67 

18 27,29 0,2136 70,29 0,38 1,60 

19 29,13 0,1791 60,98 0,47 1,71 

20 29,65 0,1763 54,46 0,54 1,74 

21 21,35 0,1669 56,42 0,37 1,25 

22 24,80 0,1648 51,19 0,48 1,45 

23 15,49 0,2041 21,19 0,73 0,91 

24 30,63 0,1688 82,18 0,37 1,80 

25 26,04 0,1990 51,52 0,50 1,53 

26 24,27 0,1699 45,98 0,52 1,42 

27 24,50 0,1762 44,02 0,55 1,44 

28 21,68 0,1667 52,17 0,41 1,27 

29 26,56 0,1609 74,88 0,35 1,56 

30 37,75 0,2078 71,02 0,53 2,22 

31 23,20 0,1236 64,60 0,35 1,36 

32 29,80 0,1493 78,73 0,37 1,75 

33 20,80 0,1581 64,74 0,32 1,22 

34 26,72 0,1681 72,83 0,36 1,57 

35 30,67 0,1765 127,10 0,24 1,80 

36 33,36 0,1649 69,75 0,47 1,96 
37 20,88 0,1033 32,16 0,64 1,22 
38 11,92 0,1687 19,53 0,61 0,70 

39 19,45 0,1752 40,96 0,47 1,14 

40 
 

27,59 0,1801 51,67 0,53 1,62 

41 36,37 0,1654 81,60 0,44 2,13 

42 29,09 0,1300 137,68 0,21 1,71 

43 0,6 0,1065 94,52 0,0006 0,03 

44 53,10 0,1841 74,87 0,70 3,12 

 45 63, 06 0,1921 83,17 0,75 3,70 
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Assunção (2014) obteve um valor de 0,84 gL-1h-1 de produtividade 

utilizando a S. boulardii na condição de temperatura (30ºC), pH (5,5), agitação 

(100 rpm), e concentrações de permeado de soro de leite (150 gL-1), sulfato de 

amônio (9,0 gL-1), sulfato de magnésio (1,2 gL-1) e fosfato monobásico de potássio 

(9,0 gL-1). 

Já os maiores valores de velocidade específica de crescimento foram 

alcançados nos ensaios 18 (0,2136 h-1) e 16 (0,2102 h-1) durante a fase 

exponencial. 

A velocidade específica de crescimento alcançada por Assunção (2014) 

para o tempo de 24 horas de fermentação foi de 1,264 h-1. As condições utilizadas 

pelo autor foram: temperatura (37,5ºC), pH (3,5), agitação (100 rpm), permeado 

de soro de leite (85 gL-1), sulfato de amônio (6,0 gL-1), sulfato de magnésio (2,5 

gL-1) e fosfato monobásico de potássio (6,0 gL-1) e a levedura S. boulardii. 

Müller (2006) obteve uma velocidade específica de crescimento celular de 

0,3818 h-1 na fase exponencial utilizando biorreator Air-lift. Zafar e Owais (2006) 

utilizaram a K. marxianus no processo fermentativo e soro do leite como 

substrato, em agitação (500 rpm), temperatura (30ºC) e pH (4,5), obtendo-se uma 

velocidade de crescimento exponencial de 0,157 h-1. 

As velocidades específicas de crescimento celular (μX) e de consumo de 

substrato (μSc) para o ensaio 10 (ensaio que obteve maior produção de biomassa 

celular) foram estimadas pelo método do ajuste polinomial apresentado por 

Schmidell (2001) e estão apresentadas na Figura 4.10. Verifica-se que a 

velocidade específica de consumo de açúcar está diretamente relacionada à de 

crescimento celular. O perfil ascendente de µX indica a fase lag e de transição até 

cerca de 5 h. Após um valor máximo (µX
max), ambos os perfis se correlacionam 

adequadamente até 30 h de fermentação. 
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Figura 4.10: Perfis de velocidade específica de crescimento e consumo de carbono do ensaio 10 

 

4.7 Modelagem matemática do cultivo da S. boulardii 

Admitiu-se que o cultivo de S.boulardii, sem e com adição de oxigênio, 

ocorreu via processo oxido-redutivo, com formação de produtos tais como etanol, 

glicerol, ácidos e/ou outros. 

Sendo a fonte de carbono essencial para a produção de biomassa celular, 

e vinculada à formação de produtos e subprodutos da fermentação, partiu-se das 

reações cinéticas simplificadas (Eq. 4.2 e 4.3) para definir a modelagem 

matemática do processo, conforme Schmidell et al., (2001). 

 𝑆
𝑌𝑆/𝑋
→  𝑋𝑟 (4.2) 

 𝑆 + 𝑋
𝑌𝑃/𝑆; 𝑌𝑃/𝑋
→       𝑃 

(4.3) 

O modelo matemático proposto neste trabalho descreve o crescimento 

celular (X), o consumo de substrato (S) e a formação do produto (P) conforme as 

Equações 4.4, 4.5 e 4.6, respectivamente. 

 
𝑑𝑋

𝑑𝑡
= 𝜇𝑋𝑋 (4.4) 

 𝑑𝑆

𝑑𝑡
= −

1

𝑌𝑋/𝑆

𝑑𝑋

𝑑𝑡
−
1

𝑌𝑃/𝑆

𝑑𝑃

𝑑𝑡
 

 (4.5) 

 
𝑑𝑃

𝑑𝑡
= −𝑌𝑃/𝑆

𝑑𝑆

𝑑𝑡
 (4.6) 
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4.8 Cinética de crescimento da S. boulardii em cultivo descontínuo 

Rearranjando o sistema de equações diferenciais (Eq. 4.4 a 4.6) em função 

da taxa de crescimento celular (µX), da taxa de produção de produto (µp), da taxa 

de manutenção celular pelo substrato carbono (ms) e da taxa de morte celular (kd) 

obteve-se as Equações 4.7 a 4.9. 

 dX

dt
= (μX − kd)X 

(4.7) 

 dS

dt
= −(

μX
YX/S

+
μP
YP/S

+mS)X 
(4.8) 

 dP

dt
= μPX 

(4.9) 

O sistema de equações diferenciais resultou em quatro parâmetros 

estequiométricos (YX/S, YP/S, mS, kd), os quais foram estimados pelo algoritmo de 

otimização baseado em algoritmos genéticos. 

O modelo de Phisalaphong et al., (2006), o qual descreve a cinética de 

crescimento celular (Eq. 4.10), bem como de formação de produto (Eq. 4.11), foi 

utilizado para descrever os dados experimentais obtidos no ensaio 10. 

Esse modelo considera que ocorre inibição pelo substrato e pelo produto. 

 

𝜇𝑥 = 𝜇𝑚 (
𝑆

𝑆 + 𝐾𝑠 +
𝑆2

𝐾𝑖

) (1 −
𝑃

𝑃𝑚
) 

(4.10) 

 
𝜇𝑃 = 𝜇𝑚

𝑃 (
𝑆

𝑆 + 𝐾𝑠𝑝 +
𝑆2

𝐾𝑖𝑝

)(1 −
𝑃

𝑃′𝑚
) 

(4.11) 

Sendo µm a taxa máxima de crescimento celular; Ks a constante de 

saturação; Ki a constante de inibição pelo substrato e Pm a constante de inibição 

pelo produto. 

Oito parâmetros cinéticos ( 𝜇𝑚, 𝐾𝑠, 𝐾𝑖, 𝑃𝑚, 𝜇𝑚
𝑃,  𝐾𝑠𝑃, 𝐾𝑖𝑃, 𝑃′𝑚 ) foram 

ajustados pelo algoritmo de otimização AG (Tabela 4.10). 
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Assim, a modelagem matemática definiu-se pelo conjunto de equações 

diferenciais (Eq. 4.7 a 4.9), que foi correlacionado às equações do modelo 

cinético de Phisalaphong et al., (2006), levando-se em conta o sistema de 

reações metabólicas simplificado (Eq. 4.2 e 4.3), conforme metodologia de 

Schmidell et al., (2001). 

 

Tabela 4.10: Parâmetros ajustados pelo modelo de Phisalaphong et al., (2006) 

 Parâmetro Estequiométrico 

𝑌𝑋/𝑆  (𝑔𝑋𝑔𝑆−1) 0,58 

𝑌𝑃/𝑆 (𝑔𝑃𝑔𝑆−1) 1,07 

𝑚𝑠 (𝑔𝑋𝑔𝑃−1) 3.10-3 

𝑘𝑑 (ℎ−1) 0,06 

  Parâmetro Cinético 

𝜇𝑚 (ℎ−1) 0,32 

𝐾𝑠 (𝑔𝐿−1) 120 

𝐾𝑖 (𝑔𝐿−1) 180 

𝑃𝑚 (𝑔𝐿−1) 64 

𝜇𝑚
𝑃 (ℎ−1) 0,62 

 𝐾𝑠𝑃 (𝑔𝐿−1) 110 

𝐾𝑖𝑃 (𝑔𝐿−1) 320 

𝑃′𝑚 (𝑔𝐿−1) 55 

𝐹𝑂 0,15 

𝑟2 0,97 

 

Na Figura 4.11 apresenta-se a simulação do modelo de Phisalaphong et al. 

(2006), bem como os dados experimentais do ensaio 10. 

 

            

            Substrato 

                 Biomassa celular 

                 Etanol 

Figura 4.11: Simulação do modelo de Phisalaphong et al. (2006) aplicado aos dados 

experimentais do ensaio 10 
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Verifica-se que o modelo de Phisalaphong et al., (2006) se ajustou bem aos 

dados experimentais do cultivo de S. boulardii obtidos no ensaio 10, cujas 

condições experimentais foram: pH (5,5), temperatura (30ºC), agitação (100 rpm), 

sulfato de magnésio (1,25 gL-1), fosfato monobásico de potássio (1,5 gL-1), e 

permeado (180 gL-1). Pela simulação, a concentração máxima de etanol está em 

torno de 50 gL-1. 

Todos os parâmetros cinéticos e estequiométricos foram estimados por um 

método de otimização baseado em algoritmos genéticos implementado no 

software Maple®. A resolução do sistema de equações diferenciais foi realizada 

pelo método de Rosenbroch, tendo como critério de otimização a função objetivo 

mínimos quadrados. Todas as execuções foram realizadas em microcomputador 

Intel Core i5, 5GB de memoria RAM. 
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Capítulo 5 - CONCLUSÕES 
 

 

Com a realização deste estudo pode-se concluir: 

• Para concentrações de permeado abaixo de 100 gL-1, a 

suplementação com sulfato de magnésio mostrou-se importante 

para o aumento da biomassa celular; 

• Para concentrações elevadas de permeado (cerca de 240 gL-1), não 

há a necessidade de suplementação com sulfato de magnésio; 

• A suplementação em elevadas concentrações de sulfato de amônio 

(em torno de 10 gL-1) favoreceu a influência da concentração de 

permeado na resposta microbiana; 

• A suplementação com o sulfato de amônio favoreceu a produção de 

biomassa em concentração de permeado acima de 160 gL-1; 

• O pH que favoreceu a produção de biomassa celular foi 4,5; 

• As concentrações de sulfato de amônio que favorecem a produção 

de biomassa celular estão na faixa de 7,5 à 9,62 gL-1,  o que 

corresponde a valores entre 0,93 à 1,25% da concentração de 

carbono para as seguintes condições experimentais: pH 5,5, 30ºC, 

100 rpm, 1,25 gL-1 de sulfato de magnésio,1,5 gL-1 de fosfato 

monobásico de potássio e 180 gL-1 de permeado (162 gL-1 de 

carbono); 

• As concentrações de permeado que favorecem a produção de 

biomassa celular estão compreendidas na faixa de 180 à 220 gL-1. 

Esses valores correspondem à relação C:N igual a 10:0,093 e 

10:0,075, respectivamente, indicando a utilização da concentração 

de nitrogênio em 0,93% e 0,75% da concentração de carbono; 

• A aeração no processo fermentativo favoreceu a produção de 

biomassa celular; 

• O modelo de Phisalaphong et al. (2006) se ajustou bem aos dados 

experimentais do cultivo da S. boulardii obtidos no ensaio 10; 
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• O permeado pode ser reutilizado como fonte de carbono em 

processos fermentativos com o objetivo de produzir biomassa celular 

microbiana utilizando a levedura S. boulardii. 
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Capítulo 6 – SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 
 

 Sugere-se investigações das variáveis aeração (no intervalo entre 1,5 a 3 

vvm), agitação (no intervalo entre 150 a 300 rpm) e concentração de permeado, 

tendo como resposta a produção de biomassa celular, por meio de planejamento 

experimental, além da realização de análises de etanol das amostras, uma vez 

que o etanol pode inibir o crescimento microbiano.  

Recomenda-se também a realização de ensaios que visem: 

• Maximizar a fonte de nitrogênio e a fonte de carbono mantendo-se a 

relação C:N (10:0,075 a 10:0,093); 

• Minimizar a fonte de magnésio; 

• Minimizar a fonte de fosfato monobásico de potássio. 
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ANEXOS 

ANEXO A – FICHA DE ESPECIFICAÇÃO TÉCNICA DO PERMEADO DE SORO 
DO LEITE EM PÓ 
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ANEXO B – MÉTODO PARA A DETERMINAÇÃO DE AÇÚCARES REDUTORES 
TOTAIS (DNS) 

 

A amostra deve ser diluída de acordo com a quantidade de açúcar (glicose) 

contida na amostra. Para os pontos iniciais da fermentação deve-se diluir 1:10 e 

os próximos pontos devem ser diluidos conforme as leituras anteriores (entre 0 e  

0,800 nm). 

Em um tubo de ensaio, adicionar 400µL da amostra previamente diluída e 

400µL da solução de DNS. Levar ao banho-maria, a 100ºC, por 5 minutos e, em 

seguida, resfriar em banho de gelo. Logo após, adicionar 4 mL de água destilada 

e homogeneizar. 

Realizar uma prova em branco, substituindo a amostra por água destilada e  

uma curva padrão com uma solução padrão de glicose (3 gL-1), na faixa de 0,5 à 

3,0 gL-1, nas mesmas condições da amostras. 

Esperar 10 minutos e realizar a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro em 575nm, zerando o aparelho com o branco preparado, de 

acordo com o procedimento de cada equipamento. 
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ANEXO C - MÉTODO PARA A DETERMINAÇÃO DE AÇÚCAR REDUTOR  
(GLICOSE) – KIT COLORIMÉTRICO 

 

Este procedimento deve ser utilizado para as amostras de permeado 

hidrolisado. 

A amostra deve ser diluída de acordo com a quantidade de açúcar (glicose) 

contida na amostra. Para os pontos iniciais da fermentação deve-se diluir 1:40 e 

os próximos pontos devem ser diluidos conforme as leituras anteriores (entre 0 e 

0,800 nm). 

Com o auxílio de micropipeta, pipetar 24µL da amostra já diluída em tubo 

de ensaio seco e devidamente identificado.   

Em outro tubo, adicionar 24µL do reagente 1 (padrão). 

Nos dois tubos, adicionar 2400µL do reagente 2 (reagente de cor) e 

4800µL em outro tubo que será utiizado como branco. 

Homogeneizar bem e incubar em banho-maria a 37ºC por 10 mim. O nível 

da água deve ser superior ao nível dos reagentes nos tubos. 

Retirar do banho-maria e realizar a leitura da absorbância em 

espectrofotômetro em 505nm, zerando o equipamento com o branco preparado 

de acordo com o procedimento do equipamento. 

A cor é estável por 30 minutos. 
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APÊNDICES 

APÊNDICE A – CURVA ANALÍTICA PARA QUANTIFICAÇÃO DA 

CONCENTRAÇÃO DE BIOMASSA 

 

Os resultados das leituras de absorbância do meio de cultivo em concentração 

conhecida (a partir da massa seca) e diluições adequadas são apresentados da Tabela 

A.1, conforme valores médios de triplicatas. Na tabela, também se apresenta os valores 

do desvio padrão e do coeficiente de variação resultantes dos ensaios analíticos. Os 

valores médios da absorbância (leitura da absorbância multiplicados pela diluição) em 

função da concentração celular foram correlacionados conforme o perfil de regressão 

linear apresentado na Figura A.1, onde verifica-se a linearidade no intervalo de 0 a 6,54 

gL-1, conforme a equação da reta (𝑦 = 1,9941𝑥 + 0,0948), utilizada para obtenção da 

biomassa celular em todos os ensaios realizados nesse estudo. 

 
Tabela A1: Resultados da curva de correlação 

Concentração celular 
(gL-1) 

Absorbância   (600 
nm) 

Fator de diluição do 
equipamento 

Desvio padrão 
Coeficiente de 
variação (%) 

6,54 0,436 30 0,97 7,4 

5,88 0,390 30 0,68 5,9 

5,23 0,355 30 0,09 0,8 

4,58 0,464 20 0,08 0,9 

3,92 0,397 20 0,02 0,3 

3,27 0,332 20 0,15 2,3 

2,61 0,352 15 0,16 3,1 

1,96 0,268 15 0,04 1,1 

1,30 0,274 10 0,07 2,8 

0,65 0,139 10 0,01 1,1 

 
Figura A1: Curva de correlação entre absorbância (valores de leitura multiplicados pelo fator de 

diluição do equipamento) e concentração celular da S. boulardii 
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APÊNDICE B – ACOMPANHAMENTO DO PH, PRODUÇÃO DE BIOMASSA,  

CONSUMO DE SUBSTRATO E GLICOSE DAS FERMENTAÇÕES REALIZADAS 

(PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR) 

 

  
(a) (b) 

  
(c) (d) 

  

(e) (f) 

Figura A2 – Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 
glicose (gL-1) e pH: (a) ensaio 1; (b) ensaio 2; (c) ensaio 3; (d) ensaio 4; (e) ensaio 5 e (f) ensaio 6   
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(a) (b) 

  

(c) (d) 

  

(e) (f) 

Figura A3 – Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 
glicose (gL-1) e pH: (a) ensaio 7; (b) ensaio 8; (c) ensaio 9; (d) ensaio 10; (e) ensaio 11 e (f) ensaio 

12   
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

  

(e) (f) 

Figura A4 – Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 
glicose (gL-1) e pH: (a) ensaio 13; (b) ensaio 14; (c) ensaio 15; (d) ensaio 16; (e) ensaio 17 e (f) 

ensaio 18   
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

  

(e) (f) 

Figura A5 – Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 
glicose (gL-1) e pH: (a) ensaio 19; (b) ensaio 20; (c) ensaio 21; (d) ensaio 22; (e) ensaio 23 e (f) 

ensaio 24   
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(a) (b) 

  
(c) (d) 

Figura A6 – Cinéticas de produção de biomassa celular (gL-1), consumo de substrato (gL-1), 
glicose (gL-1) e pH: (a) ensaio 25; (b) ensaio 26; (c) ensaio 27; (d) ensaio 28   

 

 


