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RESUMO

O soro do leite é considerado um dos residuos mais poluentes da industria alimenticia,
sendo seu tratamento um processo altamente dispendioso. Uma alternativa para a sua
reutilizacdo é a aplicagdo para a obtengado de produtos biotecnoldgicos. O objetivo deste
trabalho foi otimizar as condicbes de producdo de biomassa celular da levedura S.
boulardii em sistema descontinuo, 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 variaveis
sobre a resposta de biomassa celular. Foram realizadas fermentagdes com diferentes
valores de pH, concentracdes de sulfato de aménio e permeado. Foram realizadas dois
ensaios com aeragdo ao meio fermentativo, objetivando o aumento na produgéo de
biomassa celular. O maior valor de biomassa celular obtido no DCCR foi de 40,06 gL™,
sob as seguintes condigbes: 7,5 gL' de sulfato de aménio, 1,25 gL' de sulfato de
magnésio, 1,5 gL' de fosfato monobasico de potassio e 180 gL' de permeado, 30°C,
agitacao de 100 rpm e pH 5,5. O valor de pH investigado que favoreceu a produgao de
biomassa celular foi 4,5. As concentragdes de permeado que favoreceram a produgao de
biomassa estdo compreendidas na faixa de 180 a 220 gL™'. Assim, o estudo demonstrou
que o permeado de soro de leite € um residuo com grande potencial na produgéo 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 industrias.

Palavras-chave: Saccharomyces boulardii, suplementacao, permeado de soro de leite
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EFFECT OF NUTRIENT SUPPLEMENTATION AND WHEY PERMEATE
CONCENTRATION IN SACCHAROMYCES BOULARDII GROWTH IN
DISCONTINUOUS SYSTEM
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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', under the following conditions: 7,5 gL' of ammonium sulfate, 1,25 gL' of
magnesium sulfate, 1,5 gL' of monobasic potassium phosphate and 180 gL' 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™.
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



Capitulo 1 - INTRODUCAO

1.1 Contextualizacao

O soro do leite é considerado um dos residuos mais poluentes da industria
alimenticia, sendo seu tratamento um processo altamente dispendioso. A sua
utilizagdo para obtengéo de produtos biotecnoldgicos 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 ultrafiltragao
surgiu como uma alternativa para a geragao 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 sera denominado apenas de permeado.

O permeado resultante do processo de ultrafiltragdo compde-se
principalmente por lactose e sais minerais, e pode ser utilizado como substrato
em processos fermentativos com leveduras objetivando a produgdo de biomassa
microbiana. A biomassa pode ser utilizada na obtencéo de proteina microbiana e,
portanto, pode ser uma fonte adicional da alimentagdo humana, uma vez que a
escassez de alimentos proteicos tem grande destaque no cenario mundial. A
producdo de biomassa microbiana apresenta vantagens em comparagado as
fontes convencionais de proteinas, tais como o alto conteudo proteico dos micro-
organismos, a producao continua e independente das condi¢cdes climaticas e o

seu crescimento em curto espago de tempo.

Nesse cenario, a levedura Saccharomyces boulardii surge como alternativa
para a producao de biomassa microbiana por meio de processos fermentativos,
utilizando o permeado como substrato para o seu crescimento. Apesar de ser
uma levedura probiética amplamente utilizada na forma de medicamento, poucos

estudos relatam a producao 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 produgdo de biomassa
microbiana, a partir da otimizacdo das condigdes de cultivo da levedura

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

1.2.1 Objetivo Geral
Otimizar as condigbes do processo fermentativo de produgdo de biomassa
de S. boulardii em sistema descontinuo utilizando permeado de soro de leite

como substrato.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito da concentragao de permeado e de suplementagao de sais
por meio de um DCCR,;

e Avaliar a influéncia do pH;

e Avaliar a razdo entre fonte de carbono e nitrogénio;

e Avaliar a concentragao limitante de permeado no processo fermentativo;

e Avaliar a adigdo de oxigénio ao processo fermentativo;

e Avaliar a cinética da fermentacao obtida nas condigbes 6timas por meio
da estimacao dos parametros cinéticos e estequiométricos da reacéo;

¢ Realizar a modelagem matematica do processo;

e Simular o sistema descontinuo.

12



Capitulo 2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 O soro do leite

O soro do leite é resultante da separagao da por¢ado aquosa do coagulo do
leite durante a fabricacdo do queijo e obtengcdo da caseina, correspondendo a
cerca de 90% do volume do leite processado (SISO, 1996; RAJESHWARI et al.,
2000). Conforme Prazeres et al. (2012), as caracteristicas do soro dependem da
origem animal, do tipo de leite, e , portanto da alimentagado, saude, reprodugéo e
estagio de lactagao do animal (DE WIT, 2001).

O soro do leite é constituido por agua, lactose, proteinas, sais minerais,
acido latico e gorduras (MIZUBUTI, 1994; PANESAR & KENNEDY, 2012;
PRAZERES et al., 2012). As concentracbes médias dos compostos sao
apresentadas na Tabela 2.1, conforme valores obtidos da literatura
(KOSIKOWSKI, 1979; ZALL, 1984; MORR, 1985; GHALY & BEN, 1995; SISO,
1996; FLORENTINO, 2006; FLORENCIO et al., 2007; PRAZERES et al., 2012).
De acordo com Prazeres et al. (2012), também estdo presentes acido citrico,
ureia ou acido urico, vitaminas do grupo B, além de outros (KOSIKOWSKI &
WIERZBICKI, 1973; KOSIKOWSKI, 1979; GARCIA BILBAO, 1981; PANESAR et
al., 2007). A quantidade de agua presente no soro pode alcangar 95%, e de
solidos totais alcanca até 7%, dos quais 70-80% correspondem a lactose e 10-
14% correspondem a proteinas. Isso mostra o potencial nutricional do soro de
leite, impulsionando a sua valorizagdo por meio de tecnologias eficientes na

recuperagao desses componentes.

Tabela 2.1: Composicdo média do soro do leite

Componente % (viv) @ % (plv) % (p/p) ©
Agua 90 -95 -
Sdlidos Totais - 5-7 -
Lactose - 45-6 70 -80
Proteinas - 0,6 -1 10-14
Minerais - 0,5-1 8-10
Gorduras - 0,06 -0,5 2-5

@ volume por volume; ® peso por volume; © peso por peso
Fonte: Adaptado de Kosikowski (1979); Zall (1984); Morr (1985); GHALY & BEN (1995); Siso (1996);
Florentino (2006); Floréncio et al., (2007); Prazeres et al., (2012)
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As caracteristicas fisico-quimicas do soro do leite (pH, matéria organica,
nitrogénio total, dentre outras) o tornam um dos efluentes industrias de maior
impacto ambiental. Os seus valores de demanda quimica de oxigénio (DQO),
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e carbono organico total (TOC), além do
nitrogénio total (TN) estdo 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 organica do soro de leite ocorre principalmente pela
presenca da lactose, seguida das proteinas. Também contribuem com os niveis
de contaminacdo: os sélidos suspensos, as concentragcdes de fésforo e de
gorduras (PRAZERES et al., 2012).

A coagulagao do leite pode gerar dois tipos de soro, de acordo com as
tecnologias utilizadas na precipitagédo da caseina: o soro doce, obtido por acao
enzimatica, cujo pH encontra-se entre 6,0 e 6,8; e o soro acido, obtido por
acidificagdo, cujo pH esta entre 4,4 e 4,6 (MORR, 1990; FLORENTINO, 2006;
FLORENCIO et al., 2007).

Tabela 2.2: Caracteristicas efluentes do soro do leite

Parametro Concentragio (gL™)
Acucar total 28
DQO total 50 - 100
DQO soluvel 42,26
DBO 27 - 60
TOC 28,85
TOC soluvel 21,6
TN 1,58 -2
DBOs/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 oxigénio dos corpos hidricos, afetando a vida aquatica
(PANESAR & KENNEDY, 2012), além da impermeabilizagdo, toxicidade e
eutrofizagdo 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 industrias de manufatura de queijo apresentam grandes

custos de tratamento dos efluentes de soro de leite.
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Nesse contexto, algumas industrias vém reutilizando o soro do leite na
producdo de sorvetes, iogurtes, bebidas carbonatadas e lacteas, ricota,
concentrado proteico, sopas, molhos de carne e salsicha, alimentos dietéticos,
produtos de panificagdo e biscoitos (BRANDAO, 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
producao de diferentes bioprodutos (YALCIN et al., 2009).

Para que a utilizacdo do soro do leite em processos biotecnoldgicos seja
eficiente, os componentes de interesse sdo adequadamente separados por meio
de tecnologias de separagdo por membranas. Em geral, o soro passa por
processo de ultrafiltracdo, obtendo-se duas fragdes: o concentrado ou retentado,
que € rico em proteinas e gorduras; e o permeado, rico em lactose e sais

minerais.

O concentrado possui valor econdmico significativo, ja que tem sua
aplicacao comercial definida na producéo 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
proteina do soro de leite € considerado elevado, superando em aproximadamente

15% o valor proteico do ovo.

O permeado possui menor aplicagdo no setor industrial e valor econémico
reduzido, devido a sua composicdo menos interessante do ponto de vista
nutricional (MOULIN & GALZY, 1984; MARWAHA & KENNEDY, 1988;
SCHEPERS et al, 2006; PANESAR & KENNEDY, 2012). Por outro lado, a
utilizacdo do permeado em bioprocessos como a fermentacdo a etanol tem
ganhado destaque (DOMINGUES et al, 1999; DRAGONE et al, 2009;
SANSONETTI et al., 2009).

2.2 Caracterizagado do permeado de soro de leite
Os teores dos elementos nutricionais e parametros fisico-quimicos que
caracterizam o permeado variam em funcdo da tecnologia de separacédo por

membrana aplicada para concentrar a proteina do soro do leite — ultrafiltracéo,
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diafiltracdo ou nanofiltracdo. Em média as composicdes dos principais elementos:
lactose, sais minerais, proteinas, gorduras e vitaminas dos complexos A, B e C,

variam, conforme apresentado na Tabela 2.3.

Tabela 2.3: Composicdo média do permeado de soro do leite

Componente Quantidade (mg 100 g-' matéria seca) % (p/p)
Lactose 70 -85
Minerais 6—-20
Proteinas 0,5-3
Gorduras <0,1-2
Célcio 490 -
Sadio 429

Fosforo 480

Manganés 90

Potassio 40

Zinco 30-33

Ferro 3-11

Cobre 1-3

Vitamina A 80

Riboflavina (Bz) 15-20

Piridoxina (Bs) 5-10

Tiamina (B+1) 5-6

Cobalamina (B12) 0,02 -0,05

Vitamina C 20-40

Pantotenato de calico (Bs) 50 - 60

Biotina (Bs) 0,1-0,3

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

2.3 Aplicagdes do soro do leite e do permeado

O soro tem sido amplamente reaproveitado na fabricacdo de ricota,
bebidas lacteas, soro em pd, concentrado proteico e lactose. As aplicagbes do
permeado como reaproveitamento sao diversas, tais como na produgdo de
bebidas & base de permeado (VOJNOVIE et al, 1993), em produtos de
panificagdo (COSTA, 1995; DIXON, 2008; GERDES, 2011), no isolamento de
compostos bioativos (MANNUCCI, 2009) e na obtencédo do lactitol e lactulose
(ZADOW, 1986; RENNER & EL-SALAM, 1991; YANG & HUANG; 1995).

A valorizacdo do soro do leite e do permeado também tem sido alcangada
com aplicacbes em processos fermentativos, tais como a fermentacdo para a
obtencdo 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 fermentagdo para a
obtencdo de hidrogénio (YANG et al., 2007; AZBAR et al., 2009; AZBAR &
DOKGOZ, 2010) e fermentagédo para a obtencédo de acido latico (VASALA et al.,
2005; SCHEPERS et al., 2006; GONZALEZ et al., 2007). Além dessas
fermentacgdes, a disponibilidade de lactose presente no soro € no permeado tém
favorecido a produgdo de butanol, glicerol, enzimas -galactosidase e
poligalactorunase, metano, vitaminas do complexo B, aminoacidos glutamico,
lisina e treonina, polissacarideos goma xantana, dextrano, manana e pululana,
acidos propidnico, acético, citrico e butirico, e proteina 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 tém 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 nivel de oxigénio e da
concentracdo de lactose no metabolismo da K. marxianus UFV-3, utilizando o
permeado como substrato. Observou-se que o aumento na concentracdo de
lactose aumentou o rendimento de etanol e reduziu a produgéo de células. Todos
0s niveis de oxigénio investigados mostraram uma tendéncia de saturagao da

taxa de produgédo de etanol acima de 65 gL' de lactose.

Zafar e Owais (2006) utilizaram a K. marxianus no estudo da cinética da
produgao de biomassa e etanol a partir do soro do leite. A levedura metabolizou
grande parte da lactose em 22 horas, fornecendo 8,9 gL' de biomassa e 0,10 gL
de etanol. A taxa de crescimento atingiu o valor maximo de 0,157 h™' durante a
fase exponencial, e diminuiu significativamente apds 12 horas de fermentagéo. Os
autores sugeriram um efeito inibidor do etanol sobre a taxa de crescimento devido

a relacao entre e a concentracao de etanol e a taxa de crescimento especifico.

Inglet et al. (2006) utilizaram o permeado como um meio alternativo para o
cultivo de micélio do cogumelo comestivel Lentinus edodes. O objetivo foi otimizar

as condicdes de cultivo em estado sodlido, avaliando como resposta a taxa de
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crescimento micelial representada pela taxa de extensdo radial (mm d-'). Foram
estudados diferentes concentragdes de substrato (40 a 60 g de lactose L),
temperatura (20 a 30 °C) e pH (4 a 6). Os resultados mostraram que as melhores
condigbes foram: 40 gL' de lactose, 23,6 °C e pH 5,0 para o crescimento maximo
de 6,41 £ 0,47 mmd.

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
producao de medicamentos. Foram avaliadas as concentracbes de substrato (25
a 45 g de lactose L"), 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 concentracao de lactose. As condi¢cdes previstas para
a maxima taxa de extens3o radial (17,6 + 0,4 mm d-') ocorreram a 29,4°C e pH
44,

Espinosa-Gonzalez et al., (2014) estudaram a produgéo de biocombustivel
por microalgas Chlorella protothecoides utilizando o permeado do soro de leite.
Os experimentos foram conduzidos em sistema descontinuo e descontinuo
alimentado, utilizando-se 182 gL' de lactose, pH 5,5, e adigdo de nutrientes como
o fésforo, magnésio e calcio. A produgao de biomassa alcangou 9,1 + 0,2 gL' em

sistema descontinuo, e 17,2 + 1,3 gL™' em descontinuo alimentado.

2.4 Producédo de biomassa celular microbiana

Apos a Segunda Guerra Mundial, os alemaes foram os pioneiros na
utilizagdo de micro-organismos de interesse nutricional na alimentagcdo humana e
animal. Esses micro-organismos, denominados de biomassa celular microbiana,
quando produzidos para o consumo humano ou animal sao também conhecidos
como proteina 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 producéo de SCP para o consumo humano é um assunto relevante para
a comunidade cientifica e para as industrias. Esse fato deve-se especialmente ao
acelerado crescimento populacional, a disponibilidade de matérias-primas, bem
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como a manutengdo da biodiversidade (GILLAND, 2002; WOLF et al., 2003;
BEKATOROU et al., 2006).

A producdo de SCP por fermentacédo da lactose tem sido alvo de estudos
ha 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 géneros
de micro-organismos podem ser utilizados na produgdo 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 seguranca alimentar e de seu valor nutricional (JAY, 1996).

A composicdo média de proteinas e outros componentes disponibilizados
por esses micro-organismos sao apresentados na Tabela 2.4, conforme Miller &
Litsky (1976). Ressalta-se que a maior dificuldade na consolidagdo do SCP na
alimentacdo humana esta na relevante quantidade de acidos nucleicos, ja que a
ingestado excessiva desses elementos pode causar a precipitagdo de acido urico

provocando sérios problemas de saude, como gota ou calculo renal.

Tabela 2.4: Composigdes médias de diferentes géneros de micro-organismos

% (peso seco)

Componente Levedura Bactéria Fungo Alga
Proteinas 45-55 50-65 30-45 40-60
Gorduras 2-6 1-3 2-8 7-20
Acidos 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 produgdo de SCP, ele
deve apresentar caracteristicas, tais como: boa digestibilidade e atoxicidade, alto
rendimento de biomassa, alta afinidade pelo substrato, habilidade em desenvolver
alta densidade celular, baixo teor de acidos nucleicos, além de pouca demanda

nutricional para o seu crescimento (ROEPCKE, 2007).

ANUPAMA & RAVINDRA (2000) ressaltam a utilizacdo de leveduras por
suas altas taxas de crescimento, pela faciidade de separacdao do meio

fermentativo, devido as maiores dimensdes celulares e capacidade de floculagao.
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E, por suprirem suas necessidades por carbono e nitrogénio a partir de diversas
matérias-primas consideradas residuos das industrias alimenticias e agroindustria
(SALICETI-PIAZZA et al., 1992; CHANDA & CHAKRABARTI, 1996; RHISHIPAL &
PHILIP, 1998; SINGH, 1998; RAJOKA et al., 2006).

As leveduras raramente sao toxicas ou patogénicas, possuem maior
aceitagdo pelos consumidores frente aos demais micro-organismos, e s&o 0s
mais estudados e utilizados para a produgédo de proteinas (BOZE et al., 1995).
Além de fonte de proteinas e gorduras, as leveduras fornecem quantidades
significativas de carboidratos, minerais, vitaminas do complexo B e aminoacidos
essenciais. De acordo com ANUPAMA & RAVINDRA (2000), as leveduras contém
tiamina, riboflavina, biotina, niacina, acido pantoténico, piridoxina, colina,
streptogenina, glutationa, acido félico e acido p-aminobenzéico (FRAZIER &
WESTHOFF, 1990; BUTOLO, 1996), além de lisina, triptofano, leucina e treonina
(HALASZ & LASZTITY, 1991; BOZE et al., 1995).

A espécie mais estudada é a Saccharomyces cerevisiae, a qual tem sido
amplamente utilizada na fabricacao de alimentos, bebidas e etanol (BEKATOROU
et al., 2006).

Giec e Kosikowski (1982) observaram a eficiéncia de dez espécies de
levedura que fermentam a lactose disponivel no permeado do soro de leite,
objetivando a produgao 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 aménio - (NH4)2SO4 e
fosfato monobasico de potassio - K2HPO4. Os resultados mostraram que altas
taxas de aeragdao aumentaram significativamente o rendimento da biomassa e
apontaram a K. fragilis ATCC 8582 como sendo a levedura de maior eficiéncia,

alcangando 8 e 11 gL' de biomassa em 5 e 12% de lactose, respectivamente.

Shay et al. (1987) utilizaram o permeado no crescimento da levedura
Kluyveromyces fragilis, € mostraram elevado rendimento da biomassa microbiana
(90 gL") nas condigbes pH 4,5, temperatura de 37 °C e concentragdo de

permeado de 60 gL".

20



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 acido latico e galactose por
meio da fermentacédo pela bactéria Streptococcus thermophilus. O objetivo do
estudo foi avaliar o crescimento dos micro-organismos cultivados sob as
seguintes condi¢des: temperatura de 30 °C, agitagdo de 700 rpm e aeragao de

660 cm?3 min'.

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 eficiéncias de remog¢ao obtidas foram:
58,61% de DQO total, 69,33% de DQO soluvel, 49,90% de sdlidos totais, 51,77%

de solidos volateis, 10,06% de nitrogénio total e 72,22% de nitrogénio amoniacal.

Grba et al., (2002), estudaram cinco diferentes cepas de Kluyveromyces
marxianus na producdo de biomassa e etanol em soro do leite concentrado e
desproteinizado. Avaliou-se a temperatura (30, 34 e 37°C) e a concentragdo de
lactose (5, 10 e 15%) durante os processos fermentativos, as quais ocorreram em
condi¢cbes aerdbicas em pH 4,5 e 5,0. Os resultados apontaram que as cepas K.
marxianus VST44 e ZIM 75 obtiveram o melhor resultado, alcangando 10 gL' de
biomassa e uma fragao 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 variaveis do
processo. Os valores maximos de taxa especifica de crescimento, de rendimento
da biomassa e de produtividade foram: 0,31 h', 0,65 gg’' e 1,24 gL'h”,
respectivamente, sob condigdes otimizadas: 1 vv''m™' aeragdo, 50% de oxigénio
dissolvido, 5% de licor de infusdo de milho, 35 °C, pH 6,0 e 90 gL' do substrato.
O SCP apresentou 23,6; 32,75; 11,50; 12,95; 10,5 e 0,275% de proteina
verdadeira, proteina bruta, fibra bruta, cinzas, celulose e acidos nucleicos,
respectivamente. Esses resultados mostraram que a fermentacdo poderia ser
conduzida para a fabricacado de ragao animal. O teor de energia metabolizavel foi
de 29.711 kcal kg, indicando que a SCP pode servir tanto como energia, bem

como uma fonte de proteina.

2.5 Condigbes nutricionais para crescimento de leveduras

21



A utilizacao de leveduras para a producao de biomassa microbiana requer
o0 conhecimento das exigéncias nutricionais para o seu crescimento, além de

outras condi¢cdes que envolvem seu metabolismo.

As suas necessidades nutricionais estado associadas a producéo de energia
para os processos de biossintese e as substancias fundamentais para a sua
sintese 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 organicos.

As leveduras assimilam fontes de carbono, nitrogénio e sais minerais em
quantidades variadas, de acordo com o seu sistema enzimatico de transporte.
Portanto, visando o crescimento 6timo para o cultivo de levedura, € crucial o
conhecimento de suas exigéncias nutricionais, das vias metabdlicas envolvidas e
das condigbes fisico-quimicas, condi¢des as quais devem ser controladas
adequadamente para maximizar a eficiéncia no rendimento e produgdo (FANG e
ZHONG, 2002).

O carbono é o elemento essencial para a biossintese de constituintes
celulares como os acidos nucleicos, lipideos, carboidratos e proteinas. Além dele,
o nitrogénio é fundamental na formacédo de acidos nucleicos e aminoacidos.
Adicionalmente, os compostos inorganicos (fosforo, enxofre, potassio, calcio,
sodio, ferro e magnésio) sao responsaveis por suprir as fungdes fisioldgicas e
estruturais das leveduras. E, na constituicdo de enzimas e coenzimas sao
importantes os elementos-trago como manganés, niquel, boro, cobalto, zinco,
cobre, cromo e molibdénio (BAILEY & OLLIS, 1986; HALASZ & LASZTITY, 1991;
QUINTERO, 1993; WANG et al.,, 2001). Portanto, o crescimento de leveduras
depende de fontes de nitrogénio e carbono, além de inorganicos e algumas

vitaminas.

O percentual dos principais elementos na constituicido das leveduras é
apresentado na Tabela 2.5, na qual se observa que o carbono e nitrogénio

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

Geralmente, os elementos nutricionais sdo adicionados diretamente ao
meio de cultivo das leveduras. As fontes de nitrogénio podem ser utilizadas na

forma organica ou inorganica — amonio, aminoacidos, proteinas, ureia, nitrogénio
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molecular ou nitratos —, sendo o sulfato de amdnio o sal mais utilizado devido ao
seu baixo custo (CARVALHO & SATO, 2001; PEREIRA et al., 2008). Poucas
leveduras tém a capacidade de utilizar os nitratos, e a maioria das espécies
assimilam diretamente os ions de aménio e ureia. O fésforo e enxofre séo
geralmente assimilados sob a forma de fosfatos inorganicos e sulfatos,
respectivamente (BOZE et al., 1995; BEKATOROU et al., 2006).

Tabela 2.5: Composicao elementar das leveduras

Elemento Quantidade (%)
Carbono 46-52
Oxigénio 18-24

Hidrogénio 8-12

Nitrogénio 5-9
Potassio 1,0-4,0

Fosforo 0,8-2,5
Magnésio 0,1-0,5
Calcio 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 glicolitica em piruvato e pelo ciclo de
Krebs em anabolitos e energia na forma de adenosina trifosfato (ATP). Em
anaerobiose as leveduras nao se desenvolvem de forma eficiente e os acgucares
sao convertidos em produtos intermediarios, como o etanol, glicerol e dioxido de
carbono. J&4 em condi¢cbes aerodbias, as leveduras convertem os agucares em
biomassa, CO2 (diéxido 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 sintese de diversas biomoléculas esta sujeita a repressao
catabdlica. 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
producao de biomassa com substratos como o soro de leite e o permeado, esta
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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necessaria a conversao da lactose em glicose e galactose via enzimas livres ou
mobilizadas ou por meio da hidrélise quimica, conforme descricdo de Siso,
(1996). Alternativas viaveis também s&o: a conversdo da lactose em acido latico,
e a manipulagao genética da S. cerevisiae, com o intuito da utilizagao direta da
lactose como substrato de carbono (MOULIN & GALZY, 1984; CHAMPAGNE et
al., 1990).

A hidrdlise quimica caracteriza-se por condigdes acidas (pH menores que
1,5) e elevadas temperaturas (maiores que 150 °C) (GUIMARAES et al., 2010).
Conforme Siso (1996), a hidrélise quimica apresenta algumas desvantagens: a
desnaturacdo da proteina, o aparecimento de coloragdo marrom decorrente da
reacdo de Maillard, a necessidade de pré-desmineralizacdo e a formacao de
produtos indesejaveis. Por outro lado, a hidrolise enzimatica € realizada por meio
da adicao de enzimas da lactose — encontradas em plantas, animais, bactérias,
fungos e leveduras —, responsaveis pela conversdo da lactose em glicose e
galactose. De acordo com Prazeres et al., (2012), as desvantagens apresentadas
por esta técnica sao: a polimerizagao da lactose ou galactose com a formacao de
oligossacarideos (GEKAS & LOPEZ-LEIVA, 1985), as limitacbes de transferéncia
de massa de lactose para as células (JOSHI et al., 1987), e o elevado custo
quando utilizadas enzimas livres, devido a impossibilidade de reutilizacdo da
lactose (SISO, 1996).

Portanto, para a utilizagdo da lactose como substrato em processos
fermentativos empregando a levedura S. cerevisiae, recomenda-se a hidrolise
enzimatica, 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 numero de micro-organismos, disponiveis comercialmente, capazes de
metabolizar a glicose e a galactose € maior que 0 numero de micro-organismos
capazes de utilizar a lactose diretamente como fonte de carbono (SISO, 1996).
Apenas algumas espécies das leveduras Kluyveromyces e Candida sao capazes
de metabolizar a lactose.

O género Saccharomyces € o mais utilizado para a produgéo de biomassa,

por apresentar a seguranga alimentar para o consumo humano e animal, e um
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metabolismo amplamente conhecido, por ser de facil manipulagao e crescimento,
além de se desenvolver em altas concentragdes de substrato (KOEPCKE, 2007).
De acordo com McFarland (1996), a espécie S. boulardii ndo utiliza a lactose
como fonte de carbono, sendo necessaria a quebra da lactose em glicose e
galactose. O termo S. boulardii ainda é invalido devido ao reduzido numero de
pesquisas publicadas e reconhecidas internacionalmente, conforme o
International Code of Botanical Nomeclature (ICBN) (1994). Porém, alguns
manuais taxondmicos consideram S. boulardii sinbnimo de S. cerevisiae.
Portanto, para fins de comparagao, este estudo utilizar-se-a, quando necessario,

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 ndo patogénica, e, desde entdo ela tem sido cada vez mais
estudada, consolidando-se como agente preventivo e terapéutico no tratamento
de individuos com disturbios gastrointestinais (MCFARLAND & BERNASCONI,
1993; LOURENS-HATTINGH & VILJOEN, 2001; KUHLE 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 patdgenos entéricos como Clostridium difficile, Vibrio
cholerae, Salmonella, Shigella e Escherichia coli, a partir de dois mecanismos
principais: (i) a producao de elementos que neutralizaram as toxinas bacterianas
e, (i) a modulacdo da via de sinalizagdo da célula hospedeira implicado na

resposta pré-inflamatoéria durante a infecgao bacteriana.

O potencial probidtico da S. boulardii possui as seguintes vantagens:
capacidade de sobreviver no trato gastrointestinal; resisténcia a antibioticos
antibacterianos; capacidade de atingir rapidamente elevadas concentragcbes no
organismo; ndo coloniza permanentemente o intestino; e rapida eliminagéo 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 bioquimico, a S. boulardii € uma levedura aerdbia
facultativa, isto é, dependendo das condigcdes ambientais em que se encontra, ela
possui a capacidade de adaptar-se metabolicamente as condigdes de aerobiose
ou anaerobiose. No processo fermentativo em aerobiose, ha a conversao do
acucar em biomassa, diéxido de carbono e agua e seu produto de excrecao pode
ser oxidado metabolicamente produzindo mais biomassa e gerando mais ATP
(adenosina trifosfato). Por outro lado, em condi¢cdes anaerdbicas, a maior parte do
acucar € convertida em etanol e dioxido de carbono, gerando um produto de
excrecdo sem utilidade para a célula (LIMA et al., 2001; BEKATOROU et al;
2006).

Sa0 escassos os trabalhos sobre a utilizagdo da S. boulardii na produgao
de biomassa celular. Muller (2006) analisou a cinética do crescimento da S.
boulardii em biorreator tipo air lift com aeragao 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 descontinuos houve
a redugao do pH e a fase de crescimento exponencial teve duragao de 5 h (horas)
e 6 h para o agitador incubador e o biorreator air lift, respectivamente. Os
experimentos foram realizados a temperatura de 30°C e agitacdo de 200 rpm.
Verificou-se que durante a fase exponencial, as velocidades especificas de
crescimento foram semelhantes para o agitador incubador e o biorreator air lift

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

2.7 Cinética de Processos Fermentativos

Durante o processo fermentativo as amostras do material fermentado sao
coletadas para analise das concentragdes do substrato (ou nutrientes) que esta
sendo utilizado pelo micro-organismo, do produto do metabolismo (ou
metabdlitos) e do micro-organismo (ou biomassa). Desse modo, os valores
experimentais de concentragdo de biomassa, de produto e de substrato (X, P e S
respectivamente), quando representados em fungédo do tempo, possibilitam tragar
curvas de ajuste, as quais sao indicadas por X=X(t), P=P(t) e S=S(t), conforme as
classicas 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 fermentagdo descontinua esta nos baixos
rendimento e produtividade, quando o substrato adicionado em uma unica vez no
inicio da fermentacao exerce efeitos de inibicdo, de repressido ou de formacao de

produtos indesejados do metabolismo celular.

O conhecimento da cinética de processos fermentativos possibilita
compreender e prever esses efeitos, comparar quantitativamente processos em
diferentes condi¢des de cultivo, avaliando-se efeitos do pH, da temperatura, da
concentracdo de substrato, além de outros, por meio de variaveis respostas, tais
como a velocidade de transformacao e os fatores de conversdao. O estudo da
cinética baseia-se na analise da evolugcao temporal dos valores de concentracéo
da biomassa e dos substratos que compdem o meio de cultura, e de metabdlitos e
produtos formados ao longo da fermentagcdo (HISS, 2001). Para que uma
adequada modelagem matematica seja realizada para descrever o processo, €
fundamental o conhecimento de valores dos pontos iniciais desses componentes.
Além disso, valores iniciais, intermediarios e finais do processo fermentativo
coletados com preciséo e exatidao, sdo importantes para definir adequadamente
as curvas cinéticas, possibilitando a posterior analise de simulagao e otimizagao

do processo sob o ponto de vista cinético.

Durante um cultivo descontinuo, a concentragdo microbiana (X) aumenta e,
como consequéncia, aumenta também a concentracdo das enzimas responsaveis
pela transformagéo do substrato (S) em produto (P). Desse modo, torna-se mais
razoavel a analise dos valores das velocidades instantaneas com relacdo a

referida concentragdo microbiana, ou seja, relacionando-as com respeito ao valor
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de X em um determinado instante. A seguir encontram-se as equagdes das
velocidades especificas de crescimento (Eq. 2.1), consumo de substrato (Eq. 2.2)

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

_1ax @)
T,

J(_E) (2.2)
Bs=x\Tar

_1dp (2.3)
Hr =Y ar

Supondo um tempo t de fermentagao, os valores equivalentes a X, S e P
podem ser relacionados entre si, por meio dos fatores de conversao apresentados
nas Equacdes 2.4, 2.5 e 2.6 (HISS, 2001).

X —X, (2.4)
Yars = So—S
_ X=Xy (2.5)
Yy/p = PP,
. _P=P (2.6)
P/s = Se—3

Ao inocular um meio de cultura apropriado ao crescimento de um micro-
organismo, sob condi¢des controladas de temperatura, pH e agitacao, observa-se
um comportamento nos valores da concentragcdo 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 /ag, (ii) fase

log, (iii) fase estacionaria e (iv) fase de declinio.
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Figura 2.2: Curva de crescimento de micro-organismo em cultivo descontinuo

Fonte: Adaptado de Hiss (2001)

Na fase lag ocorre a adaptagao das células microbianas ao novo ambiente,
sendo que nao ocorrem divisées celulares (X = Xo = constante). A sua duragao
varia com a concentracdo do inéculo (valor de Xo) e com a idade do micro-

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

A fase log ou de crescimento exponencial é a etapa ativa de crescimento,
na qual se duplica o numero de células ao longo do tempo de geracao (tg), que
depende das espécies utilizadas e das condicdes ambientais. Nessa etapa a
velocidade especifica de crescimento € maxima e constante (ux = Pm), € 0
crescimento celular descrito pela Eq. 2.7, cuja integragao entre t;(tempo inicial) e f;
(tempo critico) fornece a expressao analitica dada pela Eq. 2.8. Aplicando a
definicdo do tempo de geracao (tg) na Equacao 2.8, tem-se a expressao que o

relaciona com pm, conforme a Eq. 2.9.

X (2.7)
E - ,umX
X = Xo explum(t —to)] (2.8)
0,693 (2.9)
Um = t
g
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Na fase estacionaria as taxas de reproducao e de morte celular se igualam,
pois 0s nutrientes disponiveis tornam-se escassos, além de haver o acumulo de
metabolitos toxicos. Além disso, o oxigénio pode tornar-se escasso. E, por fim, na
fase de declinio o valor da concentragdo celular diminui a uma velocidade que
excede a velocidade de produgdo de células novas, provocando uma queda

acentuada da curva de crescimento celular.

Diversos modelos matematicos tém sido utilizados para prever a influéncia
dos parametros operacionais, cinéticos e estequiométricos da fermentagéo sobre
a velocidade de crescimento especifico de células, velocidades de utilizagao dos
substratos e formacédo dos produtos. Dentre eles, os classicos sdo o modelo de
Monod (1949) e o modelo de Andrews (1968).

Para esclarecer a relagdo entre a concentragao do substrato limitante (S)
no meio, com a velocidade especifica ux de reproducdo do micro-organismo,
Monod (1949), propbés a Eq. 2.10 (HISS, 2001). Esse modelo € amplamente
aplicado, apesar de ndo ser capaz de prever a fase lag. Portanto, o modelo de
Monod considera ux elevado e préximo do valor maximo (um), ja que o micro-
organismo é colocado em um meio com concentragdo inicial de substrato
relativamente elevada. Nessas circunstancias, o micro-organismo € considerado

adaptado.

_ UmS (2.10)
CKs+S

Ux

O parametro de saturagdo Ks representa a concentragdo do substrato na
qual a velocidade especifica de crescimento € a metade de seu valor maximo (ux
= Pm/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 duragao da

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

O modelo de Monod nado leva em conta o efeito inibidor, tanto pelo
substrato quanto pelo produto formado. Assim, Andrews (1968) propds um
modelo matematico que considera a inibicdo pelo substrato, conforme a Eq. 2.11.
Esse modelo presume que ndo ha a ocorréncia da fase /lag, a morte celular, a
respiracdo endogena, a manutencao de energia e a inibi¢ao pelo produto.
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S (2.11)
Ux = Um—Sz
S+K5+_

K;

O efeito do substrato se manifesta quando um valor alto da concentracéo
inicial de S pode, ao invés de aproximar px de Pm, provocar um efeito contrario,
ocasionando uma inibicdo no crescimento celular (SCHMIDELL et al., 2001),
conforme a curva de crescimento apresentada na Figura 2.3 (b). Assim, o
parametro Ki do modelo de Andrews € a constante de inibigdo pelo substrato, que

ocorrera para valores altos de S.

Hmax e — — — — — — — — — = — =

Hmax'2 /1’

(a) (b)
Figura 2.3: Representacdo grafica da cinética de (a) limitagéo pelo substrato e (b) inibigdo pelo
substrato

Fonte: Adaptado de Schmidell et al. (2001)

2.8 Modelagem da cinética de fermentacao

Para auxiliar nas etapas de otimizagdo de processos biotecnologicos, séo
fundamentais a utilizacao de ferramentas como a modelagem e a simulagao de
processos, conforme mostram alguns estudos tedricos e experimentais de

processos fermentativos.

Ghaly et al., (2005) desenvolveram um modelo matematico para a
producdo de biomassa celular microbiana a partir da levedura Kluyveromyces
fragilis, utilizando o soro do leite como substrato, capaz de predizer as
concentracdes de células e de substrato, a velocidade especifica de crescimento
e o rendimento celular em fermentacdo submersa aerdbica em sistema continuo.
O modelo levou em consideragao a limitagdo e a inibicao pelo substrato, a morte

e a manutengdo celular. Para simular a concentragdo do substrato (S) e a
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concentragcédo celular (X) durante o processo fermentativo foram propostas as

expressoes apresentadas nas Equacdes 2.12 e 2.13, respectivamente.

O modelo foi testado utilizando os dados experimentais obtidos ao longo
das fermentacbes, e foi capaz de predizer as concentragbes de biomassa e
substratos de forma satisfatéria, com valores de r? variando entre 0,95 e 0,99. Os
autores também relataram que concentragdes de lactose abaixo de 1,91 gL
limitaram o crescimento celular, e concentragdes de lactose acima de 75 gL’

inibiram o crescimento celular.

x = SiSe (2.12)
Rq
~ 1 /.S K ) (2.13)
Si &'lemmgg+sm+s +m4

Phisalaphong et al., (2006) desenvolveram um modelo matematico para
descrever a produgao de etanol por S. cerevisiae M30 em sistema descontinuo,
utilizando o melago de cana-de-agucar como substrato. O modelo proposto pelos
autores descreve o crescimento da biomassa (Eq. 2.14) e a formagao de etanol
(Eq. 2.15), considerando a limitagcado pelo substrato e inibigdo tanto pelo substrato

quanto pelo produto.

(2.14)
S { P
Ux = Um| — <2 ( __>
S+Ks+ o b
L
(2.15)
S { P
:uP_numP 2 ( [ >
S+KSP+I§_P Pm
l

Os parametros do modelo foram estimados pelo método da taxa inicial, e
em seguida foram ajustados utilizando uma técnica de regressao nao-linear para
minimizar o desvio dos minimos quadrados entre as previsdes do modelo e os
dados experimentais. O efeito da temperatura foi avaliado, mostrando que valores
elevados aceleram o efeito de inibicdo pelo substrato e pelo etanol sobre a
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atividade celular, e por consequéncia diminuem o rendimento de biomassa e a

producgao de etanol.

Leite (2006) estudou a fermentacdo do soro do leite utilizando a bactéria
Lactobacillus helveticus em fermentador em batelada, por um periodo de 32
horas, objetivando a produgédo de acido latico. Os estudos cinéticos mostraram
que o crescimento celular foi inibido pela concentragdo do substrato e do produto.
Assim, o autor propds descrever o crescimento microbiano, o consumo de
substrato e a formacgéo de produto a partir das seguintes expressdes (Eq. 2.16 -
2.18).

vomy = Ko Kot (2.16)
(t) = K + X, (etmt — 1)
s (1 dX+ N (2.17)
dt N Yx/s dt mS
Kp (2.18)
P(t)=——=——
b Th+1

O parametro mg representa o coeficiente de consumo especifico para

manutengdo de energia (h™'); K, corresponde a concentragao teérica maxima do

1

] dP
produto e r representa o valor maximo de (;) (E)'

Zafar e Owais (2006) estudaram a cinética de producao de biomassa e
etanol por K. marxianus em processo descontinuo, utilizando o soro do leite como
substrato. A levedura foi capaz de metabolizar a maior parte da lactose em 22
horas de fermentagdo, produzindo 8,9 gL' de biomassa e 2,10 gL' de etanol. Os
autores desenvolveram um modelo matematico que descreve o consumo de
lactose, conforme a Eq. 2.19. Os autores concluiram que houve um efeito inibidor
do etanol sobre a velocidade especifica de crescimento de K. marxianus.

(2.19)

ds
e kISX + kz

X
dt Ks+S
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Vega et al., (2007) construiram modelos, fenomenoldgico e empirico, nao-
lineares para descrever os dados experimentais da producado de biomassa celular
e etanol a partir de K. cicerisporus em fermentagéo continua, utilizando o soro de
leite como substrato. Os autores avaliaram os efeitos do pH e da temperatura. O
modelo fenomenoldgico leva em consideragdo o crescimento, a manutencao e a
morte celular, o consumo de substrato devido a formagao do produto, a inibigao
pelo substrato e pelo produto e a formagao de produto. A expressédo que descreve
o crescimento celular € apresentada pela Eq. 2.20. Para a cinética de formacgéao
do produto, foi considerada uma parcela associada ao crescimento (a), e outra

nao associada (B), cuja expressao apresenta-se na Eq. 2.21.

B ( Sc ) ( Ki )( Kip ) (2.20)
P = Hmax \§ " s ) \Se + Kig/ \P + Kip
Y, 2.21
e = 322 (el — kd) + ) 221
X/Sc

Alvarez et al., (2010) estudaram a cinética da produg¢ao do acido latico, o
crescimento da biomassa microbiana e o consumo de lactose durante o processo
de fermentacdo descontinua 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 formacao de produto a partir dos balangos de massa (Eq.
2.23-2.25).

= o expAPD (2.22)

d[X 2.23

=0 upx) (229

d[p 2.24

=T o p (2:24)

_—dls] (1 1 (2.25)
ST Tar T <YX/S> £ <F/S> P
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Onde ry representa a taxa de crescimento de biomassa, t representa o
tempo, rp representa a taxa de produgao de acido latico, a e f sdo parametros e 1

€ definida como um parametro de inibigdo pelo produto.

2.9 Balango de massa em biorreator descontinuo

Um sistema descontinuo é caracterizado pela operacdo em que em um
instante inicial a solugdo nutriente esterilizada no biorreator € inoculada com
micro-organismos e incubada sob determinada condigbes de temperatura, pH e
agitacdo. No decorrer desse processo nada € adicionado, exceto o0 oxigénio em

processos aerdbicos, e antiespumante e acido ou base para o controle do pH.

Dessa forma, o balangco de massa em sistema descontinuo, sobre o micro-
organismo (Eq. 2.26), o substrato (Eq. 3.29) e o produto (Eq. 3.31), é dado pelo
sistema de equacgdes diferenciais ordinarias conforme Fogler (1999) e Schmidell
et al., (2001).

O balango de massa para o micro-organismo (Eq. 3.26) resulta da taxa de
crescimento celular rg (Eq. 3.27) subtraido da taxa de morte celular rq (Eq. 3.28). A
velocidade especifica de crescimento px é uma fungdo descrita pelo modelo
cinético de crescimento, e ka € um parametro ajustavel que representa a

constante de decaimento celular.

dx (2.26)
E = rg — T4
Ty = X (3.27)
Tq = kdX (328)

O balangco de massa para o substrato (Eq. 3.29) é resultado da utilizacao
do substrato para o crescimento celular (Ysx), para a manutencao das células (ms)
e para a formagao do produto (Ysp). A taxa de consumo do substrato rs € fungéo
da velocidade especifica de consumo do substrato us, conforme a Eq. 3.30.

ds 3.29
Prin Ys/x(=15) = msX + Ys/p(—13,) ( )
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1, = pX (3.30)

O balango para o produto (Eq. 3.31) pode ser associado a taxa de
consumo do substrato rs e do coeficiente de rendimento de substrato em produto
(Ypis). A taxa de formagao de produto rp é fungdo do modelo cinético de formagao

de produto up, conforme a Eq. 3.32.

arP 3.31
E =T = Yp/s(_rs) ( )

Ty = UpX (3.32)
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Capitulo 3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacédo do permeado

O permeado de soro de leite em po utilizado como substrato neste trabalho
foi disponibilizado pela empresa SOORO LTDA. A caracterizagdo do permeado
(Tabela 3.1) foi realizada pela empresa, conforme a especificagdo detalhada

apresentada no Anexo A.

Tabela 3.1: Caracterizacao do permeado de soro de leite em po

Componente Concentragéo (%)
Lactose >88
Fosforo 0,48
Potassio 0,04

Magnésio 0,09
Sadio 0,42
Calcio 0,49

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 capsula de 200 mg contem

aproximadamente 1x10° células da levedura.

3.3 Condicdes dos meios de cultura

3.3.1 Ativacao celular

As células de S. boulardii foram ativadas em 250 mL do meio de cultura
YEPD (yeast extract peptone dextrose) na composi¢do de 5 gL' de extrato de
levedura, 10 gL' de peptona de carne e 20 gL' de glicose, conforme Casal et al.,
(2004). O meio foi esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos. A levedura
(capsula de 200 mg de Floratil®) foi inoculada no meio de cultura, e transferida
para uma incubadora tipo shaker (Solab Cientifica SL 222/CFR) com agitacao de
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100 rpm e temperatura controlada em 30°C por 24 horas. Apds, 25 mL do meio
contendo a levedura foram transferidos para outro erlenmeyer contendo meio

YEPD esterilizado, seguido de incubag&o sob as mesmas condigdes.

3.3.2 Manutencéao da levedura
A levedura foi mantida em meio YEPD acrescido de 20 gL' de agar-agar,
em tubos mantidos em estufa a 30°C por 48 horas. Apds, os tubos foram

armazenados em refrigerador a temperatura de 4° C.

3.4 Hidrodlise enzimatica do permeado

Foi preparada uma solucido de permeado em diferentes concentracoes,
seguido pela adicédo de 0,1% (p/v) da enzima B-galactosidase (marca Lactozym
Pure® 6500 L, da empresa Novozymes) obtida da espécie Kluyveromyces lactis,
e posterior incubacdo em shaker sob 100 rpm e temperatura controlada em 30°C
durante 3 horas. Apds, a enzima foi desativada aquecendo a solu¢gdo em banho-
maria a 100°C por 5 minutos. Todas as condigdes experimentais foram seguidas

conforme Assuncéao (2014).

3.5 Preparo do in6culo

Primeiramente foi preparado o pré-indculo, transferindo-se duas algadas da
levedura S. boulardii crescidas em meio agar para frasco erlenmeyer contendo
250 mL de meio YEPD esterilizado. O frasco foi mantido em shaker sob agitagcao
de 100 rpm, a 30°C por 24 horas (ASSUNCAOQO, 2014).

Para o preparo do inéculo, adicionaram-se os sais: sulfato de aménio -
(NH4)2S04, sulfato de magnésio - MgSO4 e fosfato monobasico de potassio -
KH2PO4 (condigdes definidas pelo planejamento experimental) ao permeado
hidrolisado. Em seguida, o pH foi ajustado para 5,5 utilizando solugdes de NaOH
(hidréxido de sédio) e HCI (acido cloridrico). Em seguida, o meio foi pasteurizado

a 65°C por 30 minutos.

Foram transferidos 30 mL do pré-indculo para frasco erlenmeyer contendo
270 mL do inéculo. O inéculo foi mantido em shaker sob agitagdo de 100 rpm, a
30°C por 12 horas (ASSUNCAO, 2014).

38



3.6 Cultivos de S. boulardii

Os cultivos foram realizados em recipientes de vidro (3 L de volume dutil),
que apresentam dois orificios na parte superior, um para a coleta de amostras
realizada a partir de uma seringa acoplada, e outro para o alivio da pressao
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 analises posteriores. Apds, 200 mL do
in6culo foram adicionados a 1800 mL de meio de cultivo, sendo mantidos em
incubadora shaker (Solab Cientifica SL 222/CFR) a 100 rpm e 30°C por 30 horas.
O indculo transferido passou por diluigdes adequadas para manter o numero
inicial de células de S. boulardii constante. A densidade Optica da suspensao
celular foi medida a 600 nm, sendo o valor inicial de células fixado entre 0,500 e
0,600 unidades de absorbancia (ASSUNCAO, 2014).

O acompanhamento do processo fermentativo foi realizado pelas medidas
da concentragao da biomassa, consumo de substrato e pH no periodo de 0 a 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 absorbancia em
espectrofotdmetro (600 nm), e 12 mL foram armazenados em microtubos de 1,5
mL. Os microtubos foram centrifugados a 14000 rpm por 7 min. Apds, o
sobrenadante e o precipitado foram separados e o sobrenadante armazenado em
freezer a temperatura de -10°C para posterior analise de acucares redutores totais

e glicose.

3.7 Planejamento experimental

Um delineamento composto central rotacional (DCCR) foi aplicado para
avaliar a influéncia de quatro variaveis: concentracdo do permeado hidrolisado, do
sulfato de amdnio, do sulfato de magnésio e do fosfato monobasico de potassio
durante o cultivo de S. boulardii em sistema descontinuo, tendo como resposta a
concentragdo de biomassa celular. O DCCR resultou em 24 ensaios, acrescidos
de 4 pontos centrais, totalizando 28 ensaios. As condi¢des utilizadas para a
realizacdo destes ensaios foram: pH 5,5, 30°C, 100 rpm e 30 h de fermentagao.
As variaveis e intervalos de concentracdo foram definidos a partir de estudos de

Assuncédo (2004). Os niveis e valores reais das variaveis sdo apresentados na

39



Tabela 3.2. A Tabela 3.3 apresenta os ensaios do planejamento DCCR

juntamente com os valores codificados e reais de suas variaveis.

Tabela 3.2: Niveis e valores reais das variaveis admitidas no planejamento DCCR

o . Niveis
Variaveis (q) Unidades > ® 0 " 2
g1: (NH4)2S04 (gL 3 4,5 6 7,5 9
gz2: MgSOa4 (gL 0 1,25 2,5 3,75 5
g3: KH2PO4 (gL 0 1,5 3 4,5 6
g4: permeado (gL 60 100 140 180 220

Tabela 3.3: Matriz do planejamento DCCR com valores codificados e reais de
concentracoes de (NH4)2S04 (g1), MgSOs4 (q2), KH2PO4 (g3) e permeado de soro de leite

(94)
Ensaio Q1 (9L 92 (9L™) 93 (9L™) Q4 (9L

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

Apos verificado o ensaio que obteve maior quantidade de producgido de
biomassa no planejamento DCCR, as condigbes deste ensaio foram mantidas em
quatro outros ensaios, conforme a Tabela 3.4, para avaliacido do efeito do pH
inicial na produgdo de biomassa celular. Ajustou-se o pH com solugbes de

hidroxido de sédio e acido cloridrico em concentracédo de 2N (normal).

Tabela 3.4: Valores de pH avaliados

Ensaio pH Temperatura Agitacao Permeado Suplementagao
(°C) (rpm) (9L (gL
29 3,5
30 4.5 30 100 Ensaio que obteve Ensaio que obteve
31 6,5 maior producao de maior produgao de
32 7,5 biomassa no DCCR biomassa no DCCR

3.9 Efeito da relagao entre as concentragdes de carbono e nitrogénio

A influéncia da concentragao de nitrogénio sobre a produgdo de biomassa
celular foi analisada a partir de cinco ensaios, considerando-se a relacido entre as

fontes de carbono e nitrogénio (C:N).

As concentracbes de nitrogénio sob a forma de sulfato de aménio foram
utilizadas a 0; 1,25; 2,5; 5 e 10% da concentracdo 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 condicbes do ensaio que obteve maior quantidade de biomassa no

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

Tabela 3.5: Relagéo C:N avaliada na produgéo de biomassa celular

Ensaio Relacao Temperatura Agitagdo Permeado (gL- Suplementagao pH

C:N (°C) (rpm) ") (gL

33 10:1

34 10:0,5 Ensaio que Ensaio que 55

35 10:0.25 30 100 obteve maior obteve maior
_ ' produgao de producéo de

36 10:0,125 biomassa no biomassa no

37 0 DCCR DCCR

3.10 Efeito da concentracao de permeado
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A concentragao de permeado foi avaliada por seis ensaios (38 ao 43) com
diferentes concentragbes de permeado (60 a 300 gL'), conforme os valores
apresentados na Tabela 3.6. Os parametros foram fixados conforme o ensaio que
obteve a maior quantidade de biomassa celular no planejamento DCCR e com pH
5,5.

Tabela 3.6: Concentragdes de permeado avaliados na produgao de biomassa celular

Ensaio Permeado Temperatura Agitacao Suplementacéao pH
(9L (°C) (rpm) (gL
38 60
39 100 Ensaio que obteve 55
40 140 30 100 maior produgéo
de biomassa no
41 220 DCCR
42 260
43 300

3.11 Efeito da aeragao

Dois experimentos com aeragcao foram realizados em biorreator Tec-Bio-
Flex de 4,5 L (marca TECNAL), cedido pelo SENAI (Servico Nacional de
Aprendizagem Industrial) de Toledo-PR.

Os ensaios 44 e 45 foram realizados com os parametros fixos: 30°C; 150
rom; 1,5 vvm; o pH 5,5; as condi¢gdes do ensaio que obteve maior quantidade de
biomassa no planejamento DCCR, e duas concentragdes de permeado conforme

apresenta-se na Tabela 3.7.

Tabela 3.7: Condigbes experimentais nos ensaios de aeragao

Ensaio Permeado  Temperatura  Agitagéo Aeracao Suplementagao pH
(gL (°C) (rpm) (vvm) (gL
44 200 30 150 15 Melhor condig&o .

3.12 Métodos analiticos

3.12.1 Determinacao 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 Determinacao da concentracdo da biomassa

A concentragao da biomassa microbiana foi obtida por curva de correlagao
entre os métodos de espectrofotometria e massa seca (Apéndice A). A densidade
Optica de suspenséo celular foi medida em triplicata em espectrofotdmetro UV-Vis
(marca Shimadzu, modelo UV-1800) a 600 nm. Adequadas diluicdes da amostra
foram realizadas para manter a linearidade da absorcdo abaixo de 0,800
unidades. O valor de absorbancia foi expresso na forma logaritmica Ln(Abs/Abso),

em que Abso é a absorbancia no tempo zero e Abs é a absorbancia no tempo t.

A massa seca foi determinada em ftriplicata a partir de 20 mL da amostra
coletada ao final da fermentacgao (30 horas). A amostra foi filtrada em membrana
de acetato de celulose — 0,22 ym de tamanho de poro e 25 mm de diametro —,
previamente seca em estufa a 90°C até a massa constante. Apos a filtragem, a
membrana contendo a biomassa novamente foi seca em estufa a 90°C até a
massa constante. O peso seco foi estimado pela relagdo entre a massa da

membrana seca e o volume de amostra filtrada.

A concentragado de biomassa foi estimada pela curva analitica construida a
partir de graficos com as médias dos valores de absorbancia em funcédo da

concentracao celular.

3.12.3 Determinacao de acgucares redutores

Os acgucares redutores totais foram quantificados em triplicata pelo método
do &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) (Miller, 1959), conforme a descrigao
apresentada no Anexo B. A concentracao de glicose foi determinada em ftriplicata
por método enzimatico-colorimétrico a partir do kit de glicose PP (marca Gold

Analisa), conforme descrigdo dada no Anexo C.

3.13 Analise estatistica do planejamento experimental

A metodologia de superficie de resposta, a analise de residuos e a analise
de variancia (ANOVA) foram utilizadas para avaliar os resultados obtidos pelo
planejamento estatistico DCCR, a partir do software STATISTICA™, verséo 8.0
(Statsoft, Inc.). O programa gerou uma tabela de efeitos mostrando a influéncia de

cada variavel e de suas interagdes sobre a resposta, considerando o nivel de

43



significancia de 5%. A viabilidade do modelo foi determinada pela analise de

variancia (ANOVA) a partir do Teste F e do valor do coeficiente de determinagéo

()

3.14 Estimativa preliminar de parametros

Os parametros velocidade especifica de crescimento (Eq. 3.1), conversao
de substrato em célula (Eq. 3.2) e produtividade (Eqg. 3.3) foram calculados para
ajudar na estimativa dos parametros cinéticos e estequiométricos do modelo

matematico utilizado para descrever o processo de produg¢ao de biomassa celular.

_ 1(dX) (3.1)
=X ar
Vo= (massa de células formadas) (3.2)
X/s = (massa de substrato consumido)
massa de células formadas
Produtividade = ( - f ) (3:3)
(tempo final)

Os valores de velocidade especifica de crescimento foram obtidos na fase
exponencial. Ja os valores de conversdo de substrato em célula e de

produtividade foram obtidos no tempo de 17 horas de fermentagao.

3.15 Modelagem matematica e simulagao do cultivo de S. boulardii

O desenvolvimento da modelagem matematica para o cultivo de S.
boulardii foi realizado a partir do balango de massa para biorreator descontinuo
(FOGLER, 1999; SCHMIDELL et al., 2001). As Equacbes 34 e 35
(PHISALAPHONG et al.,, 2006) foram utilizadas para descrever a velocidade
especifica de crescimento celular e a velocidade especifica de produgcdao de
produto, respectivamente. O modelo matematico foi ajustado aos dados
experimentais obtidos durante o cultivo de S. boulardii a partir do procedimento de

simulagao realizado no software Maple®.

(3.4)

Sc P
Hx = Um g2 (1 - _)
SC + KSC + K_fc
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(3.5)

=y P Sc 1-— P
l"p Hm SZ p!
Kic

3.16 Estimagao dos parametros do modelo matematico

Os parametros do modelo foram estimados pelo método de otimizagao
baseado em Algoritmo Genético - AG (HOLLAND, 1975) implementado no
software Maple®. A resolugdo do sistema de equacgdes diferenciais ordinarias foi
realizada pelo método de Rosenbrock. A fungdo dos minimos quadrados (Eq. 3.6)
foi utilizada como critério de minimizagcado, admitindo-se distribuicdo normal das

variagdes experimentais e erros constantes em todas as condigdes experimentais.
~. a — .. 2
FO = <M) (3.6)

A diferenca entre os pontos experimentais e simulados pelo modelo foi
dividida pelo ponto experimental de maior valor, a fim de minimizar tendéncias
nas simulacdes devido a diferenga de ordem das variaveis. Todas as execugdes

foram realizadas em microcomputador Intel Core i5, 5 GB de memodria RAM.

Capitulo 4 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1 Condicdes de obtencao de biomassa celular

As variaveis utilizadas no DCCR: sulfato de amoénio - (NH4)2SO4, sulfato de
magneésio - MgSOa4, fosfato monobasico de potassio - KH2PO4 e permeado, e a
resposta a partir da concentragdo de biomassa celular sdo apresentadas na

Tabela 4.1, conforme os valores reais investigados.

O DCCR ajustou um modelo tedrico nao linear as respostas obtidas nos
experimentos mantidos em pH 5,5, 30°C e 100 rpm de agitagdo (ASSUNCAO,
2014). Para a analise estatistica dos dados, fixou-se o tempo em 17 h de
fermentagao para todos os ensaios, pois neste intervalo de tempo foram obtidas
as maiores concentragdes de biomassa celular. As figuras que ilustram os perfis
cinéticos para todos os ensaios realizados no planejamento DCCR encontram-se

no Apéndice B.

A analise estatistica dos resultados obtidos apresenta-se a partir da
estimativa dos efeitos principais e de interacdao das variaveis (Tabela 4.2), o
diagrama de Pareto (Figura 4.1), a analise de variancia (Tabela 4.3), o modelo de
regressao (Eq. 4.1), o grafico dos residuos em fungéo dos valores preditos e 0
grafico da probabilidade normal dos residuos (Figura 4.2) e as superficies de

resposta (Figura 4.3).

De acordo com a Tabela 4.1, verifica-se que, para o ensaio 10 foi
alcangada a maior concentragdo de biomassa celular (40 gL-'), sendo utilizadas
concentragdes de 7,5 gL' de sulfato de aménio, 1,25 gL' de sulfato de magnésio,

1,5 gL' de fosfato monobasico de potassio e 180 gL' de permeado.

Na Tabela 4.2 encontra-se a estimativa dos efeitos das variaveis e de suas
interagdes sobre a resposta analisada, considerando o nivel de significancia de
5%. Os valores destacados em negrito indicam que a variavel é significativa para

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

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

Ensaio Variaveis independentes Resposta
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[(NH4)2SO4] [MgSOs4] [KH2PO4] [Permeado] Biomassa Erro-

(gL™") (gL (gL (gL celul?\r (gL padréo
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 variaveis estudadas,
a concentragcdo de sulfato de amoénio, sulfato de magnésio e permeado sdo
significativas, ou seja, possuem influéncia na produgao de biomassa celular por S.

boulardii, dentro do intervalo de confianga 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 concentragdo do permeado apresentou maior influéncia na
concentracdo de biomassa celular. Além disso, o diagrama de Pareto mostra que

a interacdo entre as variaveis nao teve efeito significativo.

Tabela 4.2: Estimativa dos efeitos principais e de interagdo das variaveis utilizadas no
planejamento experimental DCCR
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Erro-padrao

Variaveis Efeito t(13)? p-valor  Coeficiente 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)2S04] (Q)° 1,90538 2,23809 0,043350 0,95269 0,425671
[MgSO4] (L)° 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 [MgSOQO4] (L) -1,16447 -1,11681 0,284293 -0,58224 0,521339
[(NHs4)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

@ Distribuigado (estatistica) “t” para 13 graus de liberdade do residuo; ®) (Q) =termo quadratico;

(L) = termo linear

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), a

qual foi utilizada na regressdo dos dados experimentais e das superficies de

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

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

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

Tabela 4.3: Analise de variancia (ANOVA) dos ensaios do planejamento DCCR

Soma Graus de Média Coeficiente de
Quadratica Liberdade Quadratica F(calc) determinacao
(SQ) (GL) MQ) (r2)
Modelo de 762,9522 14 54,4966 12,5317 0,931
regressao
Residuo 56,5332 13 4,3487 -
Total 819,4854 27 - -
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[permeado] (g L)L)
[MgSO4] (g L")Q)
[(NH4);804] (g L)(Q)
[(NH;)2.SO04](L) x [permeado](L)
[MgSO4](L) x [KH2PO4](L)
[MgSO4](L) x [permeado](L)
[(NH,)2SO4](L) x [MgSO4](L)
[permeado] (g L)(Q)
[(NH4):SO4](L) x [KH,PO4](L)
[MgSO04] (g L)L)

[KH2PO4] (g L)L)

A, 7

//112,251

2,663608

W//M 2,23809
:2,053526

A ,1:965
LR 11681
M-,gof:424
L ,792:}84
o ,6620:252
7 421 2&%87

[KHPOL] (9 L'XQ) [//7/-3969b8
[(NHg2S04] (9 L'NL) 277 77]-345489

[KH,PO4](L) x [permeado](L) /1,08008551

1

p=,05

Figura 4.1: Diagrama de Pareto com efeito das variaveis e interagdes estudadas no planejamento
DCCR para um nivel de 5% de significancia

Verifica-se que Fcal € cerca de 5 vezes maior que Ftab, mostrando que, pelo
teste F, o modelo de regressao resultante da analise estatistica descreve
adequadamente a concentracao celular como resposta a influéncia das variaveis

significativas, conforme a Equacéao 4.1.

Concentracio celular (g L™1)
= 27,69 — 0,14. [(NH,),S0,] + 0,95.[(NH,),S0,]?
+ 0,28.[MgSO0,] + 1,13.[MgS0,]? + 0,17.[KH,PO,]
—1,16.[KH,P0,]* + 5,21. [permeado] — 0,38. [permeado]?
— 0,58.[(NH,),S0,]. [MgS0,] + 0,41. [(NH,),S0,]. [KH,PO,]
+1,07.[(NH,),S0,]. [permeado] + 0,75.[MgSO0,].[KH,PO,]
—0,62.[MgS0,]. [permeado] + 0,04.[KH,PO0,]. [permeado]

4.1)

Portanto, o coeficiente do modelo de regressdo com maior relevancia para
concentracdo de biomassa € o termo linear da variavel permeado, seguido do
termo quadratico da variavel sulfato de magnésio, e termo quadratico da variavel

sulfato de amonio.

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

comportamento observado no grafico dos residuos em funcdo dos valores
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preditos pelo modelo de regressdao e no grafico da probabilidade

residuos, os quais podem ser observados na Figura 4.2.

Reslduos
Waleres namais

3 -2 -1 i 1

Residuos

n 1 2 3 T = in

‘falores preditos

(a) (b)

normal dos

1

1.m

Figura 4.2: Resultado estatistico do planejamento DCCR - (a) residuos em fung&o dos valores

preditos e (b) probabilidade normal dos residuos

Observa-se na Figura 4.2 (a) a distribuicdo dos residuos de forma aleatoria

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

modelo de regressdo e sem tendéncias durante a predicdo dos valores

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

outliers. As superficies de resposta geradas a partir da anélise estatistica dos

resultados sdo apresentadas na Figura 4.3.

\Lr\"ﬁ\.tnwt'\'a

(b)

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

permeado e sulfato de amonio

50



A avaliagao das relagdes existentes entre as variaveis significativas sobre a
concentracdo de biomassa mostra que a variavel concentragdo de permeado
mostrou maior influéncia sobre a mesma, em comparagdo com as demais
variaveis estudadas. Portanto, pela Figura 4.3 (a) a suplementagcdo com sulfato de
magnésio em 6 gL' fornece a mesma concentragdo de biomassa (cerca de 45 gL-
) sem o nutriente, no caso de utilizar-se elevadas concentragées de permeado
(cerca de 240 gL"). Conclui-se que, dentro das faixas de concentragéo avaliadas
no planejamento DCCR, caso o permeado apresente-se em concentragdes mais

elevadas, nao ha necessidade de suplementagcdo com sulfato de magnésio.

A importancia da variavel sulfato de aménio mostrou-se menor frente a
concentracdo de permeado, conforme apresentado pela Figura 4.3 (b). No
entanto, analisando essa superficie, observa-se que a suplementacdo em altas
concentragdes de (NH4)2SOs (em torno de 10 gL"), favorece a influéncia da
concentracdo de permeado na resposta microbiana. Isso € observado pela
relagdo linear de aumento de concentracdo de biomassa em funcdo da
concentracao de permeado ser mais acentuada quando a concentragao de sulfato
de amoénio aproxima-se de 10 gL', e menos acentuada quando ndo ha
suplementacao por (NH4)2SO4. Conclui-se que, dentro da faixa de concentragéo
investigada pelo planejamento DCCR, a suplementagdo com elevadas
concentragbes de (NH4)2SOs4 é tdo importante quanto a ndo suplementagao,

quando elevadas concentragdes de permeado sao utilizadas.

A Figura 4.4 apresenta a cinética do crescimento celular (gL-"), do consumo
de substrato (gL'), da glicose (gL™') e pH durante o processo fermentativo na
condicdo que obteve maior quantidade de biomassa celular no planejamento
experimental DCCR (ensaio 10: 180 gL' de permeado; 7,5 gL' de sulfato de
amonio; 1,25 gL' de sulfato de magnésio e 1,5 gL' de fosfato monobasico de
potassio). A linha pontilhada indica o tempo de 17 horas de fermentagado, o qual

foi utilizado para a analise estatistica.

De acordo com a Figura 4.4 pode-se observar que o crescimento celular
menor nas primeiras 3 horas de fermentacdo, o que indica que esse processo
apresentou a fase lag, ou fase de laténcia. Isto pode ter ocorrido pelo fato da
célula ainda estar se adaptando as condi¢cdes de cultivo intrinsecas e extrinsecas,

como meio de cultivo e temperatura.

51



- —a— Consumo de subsiralo
ra. B - Biomassa cahilar

a #— Gcass
A p

Bionmassa colular, consuma de substrato e glicose (g L)
B
1
*®
|
L i
&
|
)
i
¥
i

i - |
U T T T T T T T T T Tt T T T T
I 7 i g B Q) 12 14 % 16 0 T 4 P B 30 32

Tempao (h)

Figura 4.4: Cinética de crescimento da biomassa celular (gL-"), consumo de substrato (gL"),
glicose e pH durante o processo fermentativo (ensaio 10)

No periodo compreendido entre 3 e 17 horas de fermentagdo pode-se
observar uma fase log, ou exponencial bem definida, na qual a curva de
crescimento celular indicou que as condi¢gdes foram favoraveis ao metabolismo
celular. Muller (2006), obteve um comportamento semelhante em seus estudos
utilizando a S. boulardii, em condi¢des de temperatura 30°C, pH 5,5, agitacao de
100 rpm, meio definido (20 gL™"), sulfato de aménio (9,0 gL-"), sulfato de magnésio
(3,6 gL™") e fosfato monobasico de potassio (3,0 gL'). Os resultados obtidos pelo
autor mostram que apds 4 horas de fase log obteve-se 8,75 gL' de biomassa

celular, valor inferior ao alcangado no presente estudo (40 gL™").

Na Figura 4.4 verifica-se um decréscimo do pH até 17 horas de
fermentacdo, indicando um aumento na acidez do meio fermentativo,
consequente de uma provavel producdo de acidos organicos, como 0s acidos

acético, latico e succinico. Apos 17 horas, observa-se a estabilizagdo do pH.

Conforme a Figura 5.5, o consumo do substrato (fonte de carbono) foi de
aproximadamente 70 gL' em cerca de 17 horas de fermentagdo, fato que
vinculado a estabilizacdo do pH indica o patamar maximo de biomassa celular
alcangado (40 gL"). A ndo metabolizagdo total da fonte de carbono (180 gL)

pode ser explicada pelas seguintes hipdteses isoladas ou combinadas:
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1) Consumo total dos nutrientes adicionados ao meio fermentativo
(nitrogénio, magnésio e fosforo), o que impossibilitaria a sintese de

enzimas, e consequentemente a metabolizacdo da fonte de carbono;

2) Inibicdo pela concentragdo do substrato, a qual se mostra elevada (162
gL' de lactose, levando-se em consideragdo que o permeado apresenta

90% de lactose) podendo provocar a repressao catabdlica por glicose;

3) Inibigdo do crescimento celular decorrente da toxicidade provocada pela

producao de etanol e metabdlitos secundarios;
4) A levedura S. boulardii ndo consume a galactose presente no meio.

Avaliando-se a ultima hipotese, comparou-se o consumo de agucar redutor
total (glicose + galactose) com o consumo de agucar redutor (glicose), a partir dos
dados experimentais obtidos no ensaio 10, conforme a Figura 4.5. Ressalta-se
que a hidrolise enzimatica 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 ndo consome a galactose, ja que no mesmo periodo, o crescimento

celular cessou (ver Figura 4.4).

140 o - [ ] Glicosa
*  Glicose + galactose

|
e
L

=
[=] 100 <
Tj ]
gl o o . 8 >4 s 8
Fr ]
g 6o - L] 2
2 ol
a ]
5 N
& -
0 = L] - . L] -
T T — — Y T T
f i i A o Ji)
Tempo (h)

Figura 4.5: Dados experimentais do consumo de substrato pela S. boulardii: () agicar redutor
total e (=) agucar redutor
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A partir da Figura 4.5 observa-se que apos 15 horas de fermentagéo o
consumo da glicose pela S. boulardii foi totalmente alcangado, ao passo que o
agucar redutor total mantém-se em torno de 80 gL', indicando que a galactose

nao foi consumida até 30 h de fermentacao.

Esse resultado coincide com os resultados obtidos por Assungéo (2014),
onde, em seus estudos utilizando o permeado de soro de leite como substrato
para o crescimento de S. boulardii, obteve 22,85 gL' de biomassa celular e um
consumo de substrato de 70 gL' em sua melhor condigéo: temperatura (30°C),
pH (5,5), agitagdo (100 rpm), permeado (150 gL-"), sulfato de amdnio (9,0 gL™),

sulfato de magnésio (1,2 gL™") e fosfato monobasico de potassio (9,0 gL™).

4.2 Efeito do pH inicial na obtencao de biomassa celular

A influéncia do pH inicial na produgdo de biomassa celular utilizando o
permeado como substrato foi avaliada a partir de quatro ensaios, mantendo-se
fixos o0s seguintes parametros: temperatura (30°C), agitagdo (100 rpm),
concentragdo de permeado (180 gL-'), sulfato de amoénio (7,5 gL, sulfato de
magnésio (1,25 gL™") e fosfato monobasico de potassio (1,5 gL'), que conforme o
ensaio 10 do planejamento DCCR resultou na produ¢do de maior quantidade de

biomassa celular (40 gL™").

Os valores de pH iniciais avaliados sao apresentados na Tabela 4.4,
juntamente com os resultados de biomassa celular obtidos no tempo de 17 horas
de fermentagdo. A numeragao referente aos ensaios segue a numeragado do

planejamento DCCR, para facilitar a compreensao da analise dos experimentos.

Tabela 4.4: Valores de pH iniciais avaliados e resultados obtidos

Ensaio pH Biomassa celular (gL") Erro-padrao
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 possivel notar que no ensaio 30 foi
alcancada a maior concentragdo de biomassa celular, o qual foi realizado

utilizando pH 4,5. A concentracdo de biomassa obtida no ensaio 30 foi maior (4%)
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que a concentracdo alcancada 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 aplicacdo em
processo industrial, é favoravel sua utilizagdo com pH 5,5, uma vez que néo ha a
necessidade da adicdo de reagentes para a correcdo do pH, gerando assim uma

economia para O processo.

As cinéticas de produgdo de biomassa celular (gL™'), consumo de substrato
(gL™"), glicose e pH durante os processos fermentativos referente aos ensaios 29,

30, 31 e 32 encontram-se na Figura 4.6.
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Figura 4.6: Cinéticas de producdo de biomassa celular (gL™"), consumo de substrato (gL™"), glicose
(gL") 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 produgado de biomassa celular. Assungéao (2014), em seus estudos
utilizando a S. boulardii e o permeado como substrato para a producdo 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') empregando o pH 5,5.

4.3 Efeito da relacdo C:N na obtencdo de biomassa celular

A influéncia da relagdo C:N sobre a producdo de biomassa celular foi
analisada a partir de cinco ensaios. As concentragcdes de nitrogénio sob a forma
de sulfato de amoénio foram utilizadas a 0; 1,25; 2,5; 5 e 10 % da concentracido da

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

Os ensaios, 33 a 37, foram realizados mantendo-se fixos 0s seguintes
parametros: pH (5,5), temperatura (30°C), agitagdo (100 rpm), sulfato de
magnésio (1,25 gL"), fosfato monobasico de potassio (1,5 gL™'), e permeado (180
gL1), que conforme o ensaio 10 do planejamento DCCR resultou na maior
concentragédo de biomassa celular (40 gL-"). Os resultados dos ensaios realizados
com diferentes concentracdes de sulfato de aménio para 17 horas de fermentacao

sao apresentados na Tabela 4.5.

Para essa analise também se considera a relagdao C:N apresentada nos

ensaios 9 e 10, realizados pelo planejamento DCCR, conforme a Tabela 4.6.

Tabela 4.5: Resultado do efeito da relacdo C:N na producao de biomassa celular

Relagao Nitrogénio Biomassa
Ensaio C:lc\}l [(Nl(—h'iiSO“] (931) celular Erro-padrao
g ) (gL-1)
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 10,32
36 10:0,125 9,62 2 36,68 +0,12
37 0 0 0 25,55 +0,19

Tabela 4.6: Relacédo C:N na produgao de biomassa celular dos ensaios 9 e 10

- Relacéo [(NH2)2SOx] Nitrogénio Biomassa )
Ensaio C:N L Q) celular Erro-padrao
(g ) (gL-1)
9 10:0,058 4,5 0,94 33,85 10,21
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 concentragdo de biomassa celular (40 gL-
), sendo a concentragdo de nitrogénio menor que 1% da concentragido de
carbono (10:0,093). A segunda maior concentragido de biomassa (36,68 gL-) foi
alcangcada no ensaio 36, o qual utilizou a concentracdo de nitrogénio igual a

1,25% da concentragao de carbono.

Conclui-se que, para as condigdes experimentais: pH 5,5, 30°C, 100 rpm,
1,25 gL' de sulfato de magnésio, 1,5 gL' de fosfato monobasico de potassio e
180 gL' de permeado (162 g de carbono), as concentragdes de sulfato de
amoénio que favorecem a produgdo de biomassa celular estdo na faixa de 7,5 a
9,62 gL', o que corresponde a valores entre 0,93 a 1,25 % da concentragédo de
carbono. As cinéticas de produgdo de biomassa celular (gL'), consumo de
substrato (gL"), glicose e pH durante os processos fermentativos referente aos

ensaios 33, 34, 35, 36 e 37 encontram-se na Figura 4.7.
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(e)
Figura 4.7: Cinéticas de producdo de biomassa celular (gL"), consumo de substrato (gL-"),
consumo de glicose (gL") 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 nitrogénio (10:1). Contudo, a
avaliacdo da relacédo de C:N realizada neste trabalho mostrou que a utilizagao de
uma quantidade superior de carbono garantiu um alto conteudo proteico quando

utiliza-se a levedura S. boulardii.

4.4 Efeito da concentracao de permeado na obtencédo de biomassa celular

Os resultados dos ensaios realizados em concentragdes de permeado
variando entre 60 a 300 gL' sdo apresentados na Tabela 4.7. Os ensaios foram
realizados com os seguintes parametros da condicdo que obteve maior
concentracdo de biomassa pelo planejamento DCCR: temperatura (30°C),
agitagdo (100 rpm), pH (5,5), sulfato de amoénio (7,5 gL', sulfato de magnésio

(1,25 gL") e fosfato monobasico de potassio (1,5 gL™).

Tabela 4.7: Resultados do efeito da concentragao de permeado na produgéo de biomassa celular

Ensaio Permeado Biomassa celular Erro-padréo
(gL (9L
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

58



De acordo com a Tabela 4.7, o ensaio 41 (220 gL' de permeado) forneceu
a maior concentragdo de biomassa celular (39,78 gL-'); valor proximo do

alcangado no ensaio 10, (40 gL') com 180 gL' de permeado.

Verificou-se que acima de 220 gL' de permeado, a concentragdo de
biomassa decresceu para 33,8 gL' (260 gL' de permeado) e atingiu um valor
demasiadamente pequeno (4,9 gL') quando a concentragdo de permeado foi
elevada a 300 gL-'. Esses valores sugerem a inibigdo do crescimento da levedura

S. boulardii, considerando-se trés hipoteses:

1) Inibicdo pelo substrato, ja que altas concentracbes de permeado
intensificam a repressao catabdlica por glicose;

2) Inibicdo pelo produto, causada pela produgdo de etanol ou outros
produtos metabdlicos em concentragdes prejudiciais ao crescimento
celular;

3) Aumento do numero de ions amdnio devido a relagdo C:N indesejavel

ao metabolismo celular.

Para os ensaios 42 e 43 a relacdo C:N foi 10:0,064 e 10:0,055,
respectivamente; valores abaixo do considerado ideal pela avaliacdo da relagao

entre as fontes de nitrogénio e carbono realizada neste trabalho.

Frisa-se que as avaliacbes do efeito da relacdo C:N mostraram que valores
ideais da concentracédo de (NH4)2SOs4 estdo no intervalo 0,93 a 1,25% da
concentracdo de permeado, nas condicoes experimentais: temperatura (30°C),
agitagdo (100 rpm), pH (5,5), sulfato de amoénio (7,5 gL"), sulfato de magnésio
(1,25 gL™") e fosfato monobasico de potassio (1,5 gL™").

Portanto, pelos ensaios 38 a 43 conclui-se que as concentracbes de
permeado que favorecem a produgao de biomassa celular estdo compreendidas
na faixa que varia de 180 a 220 gL-'. Os valores correspondem a relagdo C:N
igual a 10:0,093 e 10:0,075, respectivamente. Isso indica a utilizacdo da

concentragao de nitrogénio em 0,93 e 0,75% da concentragéo de carbono.

Na Figura 4.8 encontram-se as cinéticas de produg¢ao de biomassa celular
(gL"), consumo de substrato (gL-'), consumo de glicose e perfil de pH durante os

processos fermentativos referente aos ensaios 38 a 43.
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Figura 4.8: Cinéticas de produgéo de biomassa celular (gL-'), consumo de substrato (gL), glicose
(gL") 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 aeragéao

As cinéticas de fermentacdo dos ensaios 44 e 45 sao apresentadas na
Figura 4.9, nos quais as concentragdes de permeado foram 200 e 220 gL,
respectivamente. Em ambos, as condigdes experimentais foram: pH (5,5),
temperatura (30 °C), sulfato de aménio (7,5 gL-"), sulfato de magnésio (1,25 gL"),
fosfato monobasico de potassio (1,5 gL-'). O ensaio 44 foi realizado com aeragdo
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de 1,5 vwm e agitagcao de 150 rpm, ja o ensaio 45 foi realizado com aeragao de

1,5 a 3,0 vvm e agitagao de 150 a 600 rpm.

Em ambos os ensaios foi possivel verificar que a adicdo de oxigénio no
processo fermentativo favorece a producdo de biomassa. A producdo de
biomassa celular atingiu 57,92 gL' (ensaio 44) e 67,61 gL' (ensaio 45) no tempo
de 17 horas de fermentacéao; valores superiores ao valor alcangado no ensaio que
obteve maior concentragdo de biomassa pelo DCCR (40 gL), cujo ensaio foi

realizado sem aeracao.
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Figura 4.9:Acompanhamento da produc¢éo 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 0s ensaios com aeragao o
consumo de cerca de 70 gL' de aculcar foi atingido. Ao longo de 14h de
fermentacao ocorreu o decréscimo acentuado da fonte de carbono, aumento da
biomassa celular, acompanhados da redug¢do nos valores do pH. Apds, uma
desaceleracdo no consumo do agucar e estabilizacdo da concentracido 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 fermentacido a producdo de biomassa
celular atingiu valor superior no ensaio 45 (67,6 gL™') em relagdo ao ensaio 44
(57,9 gL"), o que ndo pode ser explicado pela maior concentragido de permeado
utilizada (220 gL™"), j& que o consumo de glicose em ambos os ensaios foi similar

em torno de 70 gL
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O ensaio 45 mostrou que apds 17 horas o crescimento celular continuou
ocorrendo, e o0 agucar redutor total (glicose+galactose) decresceu, apesar de
totalmente consumida a glicose presente no meio. Assim, duas hipdteses séo

consideradas:

1) A repressao catabdlica por glicose, ou seja, enquanto presente no meio
ocorreu 0 seu consumo preferencial em relagdo a galactose. Apds a
glicose totalmente consumida, as enzimas antes reprimidas pela
presenga da glicose atuaram no catabolismo da galactose favorecendo
a producéo da biomassa;

2) A aeragado promoveu maior quantidade de energia que esta vinculada a
formacdo de enzimas e moléculas necessarias para a produgao de

biomassa.

Portanto, apesar do aumento da produgcdo de biomassa celular mostrar
valores satisfatorios pelos experimentos com aeracdo, 0s ensaios sao
inconclusivos sobre o quanto a aeragdo afeta a sintese celular. Sugere-se que
trabalhos posteriores sejam realizados a partir de um adequado planejamento de
experimentos, investigando-se as variaveis: aeragao, agitacao e concentragao de

permeado, tendo como resposta a producao de biomassa celular.

Os valores da concentragao de permeado e da suplementacdo em sulfato
de amoénio dos ensaios 44 e 45 correspondem a relagcdo C:N de 10:0,083 e
10:0,075, respectivamente. Isso indica a utilizacdo da concentracao de nitrogénio
em 0,83 e 0,75% da concentragdo de carbono. Essas percentagens sdo menores
que os valores mostrados ideais durante a avaliacdo do efeito da relacdo C:N em

ensaios realizados sem aeracgao (0,93 e 1,25%).

Uma analise comparativa apresentada na Tabela 4.8, mostra a importancia
de um adequado e eficiente sistema de agitagdo e aeragdo durante o processo
fermentativo, minimizando os efeitos de mecanismos tais como a repressio de

enzimas responsaveis pela producao de biomassa celular.

A partir da Tabela 4.8 verifica-se que 0os maiores valores para a biomassa
microbiana foram obtidos para o percentual de fonte de nitrogénio igual a 0,75;

0,83 e 0,93 % da fonte de carbono, independente da adigdo de oxigénio. Portanto,
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isso indica o intervalo ideal (0,75 — 0,93%) de fonte de nitrogénio 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); MgSOa4 (1,25
gL"); KH2PO4 (1,5 gL™"), com e sem aeragao

Sem aeracgdo e 100 rpm Aeragéo (1,5 vvm) e 150 rpm
Ensaio42 Ensaio 41 Ensaio 10 Ensaio 36 Ensaio 44 Ensaio 45
Pe&i"’;do 260 220 180 180 200 220
[(NH2)2SOx] 7.5 7.5 7,5 9,6 7,5 7.5
(9L
% nitrogénio 0,64 0,75 0,93 1,25 0,83 0,75
Biomassa 33,8 39,8 40,06 36,7 57,9 67,6
celular (gL")

Esse intervalo fornece os valores para a suplementacdo com (NH4)2SO4 e
a concentragdo de permeado, que podem ser investigados em estudos

posteriores, juntamente com as variaveis: agitacdo e aeracgao.

A metodologia de superficie de resposta realizada com o planejamento
DCCR, juntamente com os efeitos avaliados — pH, concentracdo de permeado,
relagcdo C:N e adicdo de oxigénio, podem nortear estudos posteriores do cultivo

de S.boulardii utilizando-se o permeado de soro de leite como substrato.

A partir das avaliagdes realizadas, ndo ha necessidade de suplementagao
com minerais, embora esses sejam essenciais para o crescimento de leveduras,
uma vez que alguns ions inorganicos tais como: potassio, magnésio, sodio, calcio
e fésforo, estdo presentes no permeado do soro de leite, conforme caracterizagao
da SOORO LTDA (ver Tabela 3.1).

Por outro lado, a suplementagdo com sulfato de aménio € fundamental, ja
que as leveduras preferem utilizar os sais de aménia que qualquer outra fonte de

nitrogénio presente no meio de cultivo, tais como aminoacidos e peptideos.
Assim, sugerem-se novos experimentos, conforme as hipéteses:

e Maximizagédo da fonte de nitrogénio e da fonte de carbono mantendo-se
a relagao C:N (10:0,075 a 10:0,093);
e Minimizagao da fonte de magnésio;
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e Minimizagao da fonte de fosfato monobasico de potassio;
e Investigacéo da agitagao no intervalo entre 150 a 300 rpm;

¢ Investigagcao da aeragao no intervalo entre 1,5 a 3 vvm.

4.6 Estimativa preliminar de parametros

Os valores referentes a velocidade especifica de crescimento (u),
conversdo do substrato em célula (S) e produtividade (Yxss) encontram-se na
Tabela 4.9, juntamente com os valores de biomassa celular produzida e de agucar

consumido.

De acordo com a Tabela 4.9, o maior valor do fator de conversdo do
substrato em célula foi de 0,75 gg', obtido no ensaio 45, o qual produziu 67,61

gL' de biomassa celular e cujo ensaio foi realizado com adigédo de oxigénio.

O segundo maior valor do fator de conversao foi obtido no ensaio 23 (0,73
gg™"), o qual foi realizado sem adigdo de oxigénio e resultou em 17,75 gL' de

biomassa celular.

Mdller (2006) obteve um fator de converséo de 0,41 gg™', no tempo de 12
horas de fermentacdo, em agitador incubador utilizando a S. boulardii, sob as
seguintes condigdes: temperatura (30°C), pH (3,0), agitacdo (200 rpm), e meio
definido composto por glicose (10 gL-'), peptona de carne (2 gL™), extrato de
levedura (2 gL™"), fosfato monobasico de potassio (0,6 gL™), ureia (0,36 gL") e

sulfato de aménio (0,12 gL™").

Ja Assuncgdo (2014) obteve um fator de converséo de 0,92 gg-', no tempo
de 24 horas de fermentagdo e 8,75 gL' de biomassa celular. As condigdes
empregadas pelo autor foram: temperatura (30°C), pH (5,5), agitagéo (100 rpm),
permeado de soro de leite (20 gL"), sulfato de aménio (9,0 gL™"), sulfato de
magnésio (3,6 gL') e fosfato monobasico de potassio (3,0 gL-"), utilizando a

levedura S. boulardii.

O maior valor de produtividade alcancado nesse estudo para o tempo de
17 horas de fermentacgdo foi de 3,70 gL'h' no ensaio 45, seguido do valor de
3,12 gL-'h"" no ensaio 44 (Tabela 4.9), ambos realizados com adi¢éo de oxigénio.

64



Tabela 4.9: Biomassa celular produzida, velocidade especifica de crescimento (u), agucar

consumido (AS) , conversao de substrato em célula (Yxss) e produtividade para o tempo de 17

horas de fermentacéao

Ensaio AX(gL™) b (h7) AS (gL) Yxs (997") Pro((z}tlﬁmg?de
1 2112 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 0,44 213
42 29,09 0,1300 137,68 0,21 1,7
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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Assungdo (2014) obteve um valor de 0,84 gL'h' de produtividade
utilizando a S. boulardii na condigdo de temperatura (30°C), pH (5,5), agitacao
(100 rpm), e concentragbes de permeado de soro de leite (150 gL), sulfato de
amonio (9,0 gL™"), sulfato de magnésio (1,2 gL™") e fosfato monobasico de potassio
(9,0 gL™).

Ja os maiores valores de velocidade especifica de crescimento foram
alcangados nos ensaios 18 (0,2136 h') e 16 (0,2102 h') durante a fase

exponencial.

A velocidade especifica de crescimento alcangada por Assungao (2014)
para o tempo de 24 horas de fermentagéo foi de 1,264 h-'. As condigdes utilizadas
pelo autor foram: temperatura (37,5°C), pH (3,5), agitacdo (100 rpm), permeado
de soro de leite (85 gL™"), sulfato de amonio (6,0 gL"), sulfato de magnésio (2,5

gL") e fosfato monobasico de potassio (6,0 gL') e a levedura S. boulardii.

Muller (2006) obteve uma velocidade especifica de crescimento celular de
0,3818 h'' 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 agitagao (500 rpm), temperatura (30°C) e pH (4,5), obtendo-se uma

velocidade de crescimento exponencial de 0,157 h-'.

As velocidades especificas de crescimento celular (ux) e de consumo de
substrato (usc) para o ensaio 10 (ensaio que obteve maior produgdo de biomassa
celular) foram estimadas pelo método do ajuste polinomial apresentado por
Schmidell (2001) e estdo apresentadas na Figura 4.10. Verifica-se que a
velocidade especifica de consumo de acucar esta diretamente relacionada a de
crescimento celular. O perfil ascendente de px indica a fase lag e de transigéo até
cerca de 5 h. Apés um valor maximo (ux™@), ambos os perfis se correlacionam

adequadamente até 30 h de fermentagao.
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Figura 4.10: Perfis de velocidade especifica de crescimento e consumo de carbono do ensaio 10

4.7 Modelagem matematica do cultivo da S. boulardii
Admitiu-se que o cultivo de S.boulardii, sem e com adicdo de oxigénio,
ocorreu via processo oxido-redutivo, com formagao de produtos tais como etanol,

glicerol, acidos e/ou outros.

Sendo a fonte de carbono essencial para a producdo de biomassa celular,
e vinculada a formacao de produtos e subprodutos da fermentacao, partiu-se das
reagcoes cinéticas simplificadas (Eq. 4.2 e 4.3) para definir a modelagem

matematica do processo, conforme Schmidell et al., (2001).

§ 7y “2)
S 4 x PSR (4.3)

O modelo matematico proposto neste trabalho descreve o crescimento
celular (X), o consumo de substrato (S) e a formagao do produto (P) conforme as

Equacdes 4.4, 4.5 e 4.6, respectivamente.

dxX

— = 4.4

i UxX (4.4)
dS_ 1 dX 1 dP (4.5)

dt Yy dt Ypsdt

dP ds

o - 4.6
at - sy (4.6)
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4.8 Cinética de crescimento da S. boulardii em cultivo descontinuo
Rearranjando o sistema de equagdes diferenciais (Eq. 4.4 a 4.6) em funcéo

da taxa de crescimento celular (ux), da taxa de produgéo de produto (up), da taxa

de manutencéo celular pelo substrato carbono (ms) e da taxa de morte celular (kq)

obteve-se as Equacbes 4.7 a 4.9.

dx 4.7
= (i = k)X @)
ds 4.8
—=—<£+£+ms>x (4.8)
dt Yx/s Yp/s
dp (4.9)
at upX

O sistema de equacgdes diferenciais resultou em quatro parametros
estequiométricos (Yxss, Yrss, ms, ka), 0s quais foram estimados pelo algoritmo de

otimizagao 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 formacéo de produto (Eq. 4.11), foi

utilizado para descrever os dados experimentais obtidos no ensaio 10.

Esse modelo considera que ocorre inibigao pelo substrato e pelo produto.

s ) p (4.10)
Uy = Up| — 3 -5
S2 ( Pm)
S+K5+m
S P (4.11)
P
Up = Um 1-5=
S2 ( Pm)
S + KsP +W

Sendo pum a taxa maxima de crescimento celular; Ks a constante de
saturacao; Ki a constante de inibicdo pelo substrato e Pm a constante de inibicao

pelo produto.

Oito parametros cinéticos ( u,,, Ks,Ki, Pm,u,,", Kst,Kif,P'm ) foram

ajustados pelo algoritmo de otimizagédo AG (Tabela 4.10).
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Assim, a modelagem matematica definiu-se pelo conjunto de equacbes

diferenciais (Eq. 4.7 a 4.9), que foi correlacionado as equagdes do modelo

cinético de Phisalaphong et al., (2006), levando-se em conta o sistema de

reagdes metabdlicas simplificado (Eq. 4.2 e 4.3), conforme metodologia de
Schmidell et al., (2001).

Tabela 4.10: Parametros ajustados pelo modelo de Phisalaphong et al., (2006)

Parametro Estequiométrico

Yx/s (gXgs™) 0,58
Yp/s (gPgS™) 1,07
mg (gxgP™) 3.103
k4 (h™h 0,06
Parametro Cinético
Um () 0,32
Ks (gL™» 120
Ki (gL™» 180
B (9L™) 64
[T (h™h 0,62
KsP (gL™ 110
Ki? (gL™ 320
Pm (gL ™) 55
FO 0,15
r? 0,97

Na Figura 4.11 apresenta-se a simulagdo do modelo de Phisalaphong et al.

(2006), bem como os dados experimentais do ensaio 10.

(a) T T T
140 450
||
Substrato
' B B0
120 4 = Biomassa celular
L] -
= - 30 Ts:l Etanol
2 1001 &
[&]
» 420 3¢
m o
B0 4 u
g [ ] =10
]
60 1 T T T ) T D
o} 5 10 15 20 25 30
Tempo {h)

Figura 4.11: Simulagdo 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
condigbes experimentais foram: pH (5,5), temperatura (30°C), agitacao (100 rpm),
sulfato de magnésio (1,25 gL"), fosfato monobasico de potassio (1,5 gL, e
permeado (180 gL 1). Pela simulacéo, a concentracdo maxima de etanol esta em
torno de 50 gL".

Todos os parametros cinéticos e estequiométricos foram estimados por um
método de otimizagcdo baseado em algoritmos genéticos implementado no
software Maple®. A resolugdo do sistema de equagbes diferenciais foi realizada
pelo método de Rosenbroch, tendo como critério de otimizag&o a fungéo objetivo
minimos quadrados. Todas as execugdes foram realizadas em microcomputador
Intel Core i5, 5GB de memoria RAM.
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Capitulo 5 - CONCLUSOES

Com a realizagao deste estudo pode-se concluir:

Para concentragbes de permeado abaixo de 100 gL', a
suplementagcdo com sulfato de magnésio mostrou-se importante
para o aumento da biomassa celular;

Para concentragdes elevadas de permeado (cerca de 240 gL™"), ndo
ha a necessidade de suplementacdo com sulfato de magnésio;

A suplementagcdo em elevadas concentragdes de sulfato de amoénio
(em torno de 10 gL') favoreceu a influéncia da concentragdo de
permeado na resposta microbiana;

A suplementagdo com o sulfato de aménio favoreceu a produgao de
biomassa em concentragédo de permeado acima de 160 gL;

O pH que favoreceu a producao de biomassa celular foi 4,5;

As concentracdes de sulfato de ambnio que favorecem a producéo
de biomassa celular estdo na faixa de 7,5 a 9,62 gL', o que
corresponde a valores entre 0,93 a 1,25% da concentragcdo de
carbono para as seguintes condi¢gdes experimentais: pH 5,5, 30°C,
100 rpm, 1,25 gL' de sulfato de magnésio,1,5 gL' de fosfato
monobasico de potassio e 180 gL' de permeado (162 gL' de
carbono);

As concentragdes de permeado que favorecem a producdo de
biomassa celular estdo compreendidas na faixa de 180 a 220 gL',
Esses valores correspondem a relacdo C:N igual a 10:0,093 e
10:0,075, respectivamente, indicando a utilizacdo da concentragao
de nitrogénio em 0,93% e 0,75% da concentragao de carbono;

A aeracdo no processo fermentativo favoreceu a producdo 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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e 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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Capitulo 6 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Sugere-se investigagdes das variaveis aeragao (no intervalo entre 1,5 a 3
vvm), agitacdo (no intervalo entre 150 a 300 rpm) e concentragdo de permeado,
tendo como resposta a produgédo de biomassa celular, por meio de planejamento
experimental, além da realizagdo de analises de etanol das amostras, uma vez

que o etanol pode inibir o crescimento microbiano.
Recomenda-se também a realizagdo de ensaios que visem:

e Maximizar a fonte de nitrogénio e a fonte de carbono mantendo-se a
relacdo C:N (10:0,075 a 10:0,093);
¢ Minimizar a fonte de magnésio;

¢ Minimizar a fonte de fosfato monobasico de potassio.
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ANEXOS

ANEXO A - FICHA DE ESPECIFICAGCAO TECNJCA DO PERMEADO DE SORO
DO LEITE EM PO

Especificagao Técnica SOORO

A didiva do soro dis lente.

Permeado de Soro de Leite em PO

Produto Informagcies Mutricionals
Produto obtido pela resocio das Pol de 1
roteinas, alguns minerais e da Calorias ﬂn kcaﬁ 0
actose do soro de Teite. carboidratos 90 g
Proteinas 2,00
Gorduras Totais 0,16 g
Gur‘ﬂuras saturadas I:I,ai ]
ks Gorduras Trans 0.0 g
ing Fibras alimentares <0, 104
Permeado de saro de Leite ;g:fig;?u :g{l g
Resfriado. e R Magnésio M mg
CONTEM sodio 429 mg
Calcio 490 mg
Caracteristicas Sensoriais
Aplicagiio

PO uniforme sem grumos.

Sabor e odor Tacteos,

Cor branco a amarelado. @ permeado de soro de soro de Jeite
em pd pode  ser  utilizado  na
aplicacdes em biscoitos, pdes,

chocolates, queijos processados
Par&metros Fisico Quimicos EAtre outros,
umidade Max imo 4%
Acidez (acido 1atiea) Maximo 25 Embalagem
Gordura Maximo 1, 5%
pH (solucao 1063 6,0 - 6,7 3
Cinzas (sais minerais)} Maximo 6% Eiﬁgs d‘fﬂ pa':.‘%]]ier't";-lqﬂn‘;,u]ha’gﬁ:”ﬁg"
Lactosae Mimimo 88% contendn 25 kg :
Proteina Maximo 3,0 '
1- método € - IW BH/2006 MaPA
Condighes de Armazenamenio &
Transporie
Parmetros Microbioligicos
Fran Zeoe = Armazenamento a Temperatura
aerobios Mesofilos Max Sxldd uFc/ ambiente, ao abrigo da luz e calor,
Coliformes Totais max 1xlde UFC/g em local fresco e arejado.
coliformes Fecais Max 1xl0: UFC/g Transportar protegido Contra
ST. aureus Max 1xll¢ UFC/g umidade e calor, nio devendo ser
polores e Leveduras Mdx 5100 UFC/g transportado  com oSutros materials
salmonella (2543 Ausente que  possam  de  alguma  forma
Baci1lus cereus wix 1 x 100 contaminar o produto.
=+ analise semestral
Validade
Armazenado nas condighes
Registro no Ministério da recomendadas, © meses a partir da
Agricultura n® 011/1328 data de fabricacdo,

Concentrada ind, de Prod, Licteos Lida - SDORO

{} Fone +55 (45) 3254-9469 Caixa Pestal 1066 - CEP B3960-D00
www, so00ro.com.br Fodovia BR 163 km 277 - Mal. Candido Rondon - Parana

86



ANEXO B — METODO PARA A DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES
TOTAIS (DNS)

A amostra deve ser diluida de acordo com a quantidade de agucar (glicose)
contida na amostra. Para os pontos iniciais da fermentacao deve-se diluir 1:10 e
os proximos pontos devem ser diluidos conforme as leituras anteriores (entre 0 e
0,800 nm).

Em um tubo de ensaio, adicionar 400uL da amostra previamente diluida e
400uL da solugado de DNS. Levar ao banho-maria, a 100°C, por 5 minutos e, em
seguida, resfriar em banho de gelo. Logo apds, adicionar 4 mL de agua destilada

e homogeneizar.
Realizar uma prova em branco, substituindo a amostra por agua destilada e

uma curva padrdo com uma solugdo padrio de glicose (3 gL™"), na faixa de 0,5 a

3,0 gL', nas mesmas condigdes da amostras.

Esperar 10 minutos e realizar a leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro em 575nm, zerando o aparelho com o branco preparado, de

acordo com o procedimento de cada equipamento.
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ANEXO C - METODO PARA A DETERMINAQAQ DE ACUCAR REDUTOR
(GLICOSE) - KIT COLORIMETRICO

Este procedimento deve ser utilizado para as amostras de permeado

hidrolisado.

A amostra deve ser diluida de acordo com a quantidade de agucar (glicose)
contida na amostra. Para os pontos iniciais da fermentacdo deve-se diluir 1:40 e
os proximos pontos devem ser diluidos conforme as leituras anteriores (entre O e
0,800 nm).

Com o auxilio de micropipeta, pipetar 24uL da amostra ja diluida em tubo

de ensaio seco e devidamente identificado.
Em outro tubo, adicionar 24pL do reagente 1 (padrao).

Nos dois tubos, adicionar 2400uL do reagente 2 (reagente de cor) e

4800uL em outro tubo que sera utiizado como branco.

Homogeneizar bem e incubar em banho-maria a 37°C por 10 mim. O nivel

da agua deve ser superior ao nivel dos reagentes nos tubos.

Retirar do banho-maria e realizar a leitura da absorbancia em
espectrofotbmetro em 505nm, zerando o equipamento com o branco preparado

de acordo com o procedimento do equipamento.

A cor é estavel por 30 minutos.
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APENDICES

APENDICE A — CURVA ANALITICA PARA QUANTIFICAGCAO DA
CONCENTRAGAO DE BIOMASSA

Os resultados das leituras de absorbancia do meio de cultivo em concentragao
conhecida (a partir da massa seca) e diluicbes adequadas sdo apresentados da Tabela
A.1, conforme valores médios de ftriplicatas. Na tabela, também se apresenta os valores
do desvio padrao e do coeficiente de variacdo resultantes dos ensaios analiticos. Os
valores médios da absorbancia (leitura da absorbancia multiplicados pela diluicdo) em
funcdo da concentracao celular foram correlacionados conforme o perfil de regressao
linear apresentado na Figura A.1, onde verifica-se a linearidade no intervalo de 0 a 6,54
gL, conforme a equagdo da reta (y = 1,9941x + 0,0948), utilizada para obtengdo da

biomassa celular em todos os ensaios realizados nesse estudo.

Tabela A1: Resultados da curva de correlagéo

Concentragdo celular ~ Absorbancia (600 Fator de diluigdo do Desvio padrio Coeficiente de
(gL™) nm) equipamento P variagao (%)
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 23
2,61 0,352 15 0,16 3,1
1,96 0,268 15 0,04 11
1,30 0,274 10 0,07 2,8
0,65 0,139 10 0,01 1,1

&~ y=1.00410.0048 .
r'=0.9997 .
" L]
@ *
5 ’
=
a 2 i

Goncentracdo celular (g L)

Figura A1: Curva de correlagéo entre absorbancia (valores de leitura multiplicados pelo fator de
diluicdo do equipamento) e concentragéo celular da S. boulardii
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APENDICE B — ACOMPANHAMENTO DO PH, PRODUGCAO DE BIOMASSA,

CONSUMO DE SUBSTRATO E GLICOSE DAS FERMENTACOES REALIZADAS
(PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR)

Figura A2 — Cinéticas de produgao de biomassa celular (gL"), consumo de substrato (gL"),
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Figura A3 — Cinéticas de produgdo de biomassa celular (gL"), consumo de substrato (gL™"),

12

glicose (gL") e pH: (a) ensaio 7; (b) ensaio 8; (c) ensaio 9; (d) ensaio 10; (e) ensaio 11 e (f) ensaio
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Figura A4 — Cinéticas de produgdo de biomassa celular (gL"), consumo de substrato (gL™"),
glicose (gL ") 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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Figura A5 — Cinéticas de produgdo de biomassa celular (gL"), consumo de substrato (gL™"),
glicose (gL") 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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Figura A6 — Cinéticas de produgdo de biomassa celular (gL "), consumo de substrato (gL™"),
glicose (gL") e pH: (a) ensaio 25; (b) ensaio 26; (c) ensaio 27; (d) ensaio 28
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