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RESUMO

Um dos subprodutos gerados pelas industrias lacteas é o permeado de soro
de queijo desproteinizado (PSQD), o qual apresenta elevada carga organica,
devido ao seu alto teor de lactose e sais minerais. No intuito de transformar os
residuos lacteos e minimizar os impactos ambientais que estes podem provocar se
descartados de forma incorreta no meio ambiente, busca-se, por meio da aplicagéo
da biotecnologia, desenvolver novos produtos empregando residuos lacteos como
matéria-prima. Assim sendo, quando se visa a produgcdo em escala industrial, é
essencial acompreenséo dos efeitos das condicdes experimentais de fermentacéo,
principalmente se tratando da formacéao de bioetanol e/ou bioprodutos. Deste modo,
a construcdo de modelos matematicos que descrevem a bioconversado e auxiliam
na otimizagédo de processos € fundamental para o aumento do rendimento das
reacdes. Nessa perspectiva, o objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o potencial
do desenvolvimento de bioprocesso otimizado e modelado de producdo de
bioetanol a partir de permeado de soro de queijo desproteinizado (PSQD) e

Kluyveromyces marxianus CCT 4086 englobando o conceito de biorrefinaria.
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Ademais, realizar o desenvolvimento e validacdo de um novo modelo matematico
para descrever o processo de fermentacdo desta levedura. Para tanto, avaliou-se
um planejamento experimental fatorial 23 e um delineamento composto central
rotacional para a biotransformacdo do PSQD em bioetanol e demais bioprodutos.
Dentre 0s ensaios experimentais, as maiores bioconversées se deramcom 88 g L *
de lactose, em que o ensaio 1 (29 °C e pH 4,5) foi a melhor condicdo, obtendo
50,65 g L de bioetanol ao final de 45 h de reac&o, seguido dos ensaios 20, 21 e
22 (30 °C e pH 3,5) com concentracdo média de etanol de 47,83 g L't em 40 h. Em
todos os ensaios, também houve a producéo de galacto-oligossacarideos ou acidos
organicos. Visando a elaboracdo de um modelo que representasse este processo
de fermentagéo, foram analisados e testados dois modelos fenomenolégicos da
literatura e proposto um novo modelo. Os parametros cinéticos dos modelos foram
ajustados a partir de um conjunto de dados experimentais dos ensaios (1 e 5) sob
mesmas condicbes de pH e temperatura (29 °C, pH 4,5). O modelo que melhor
representou o processo da bioconverséo foi 0 modelo matematico proposto, pois
considera os efeitos de inibicdo de crescimento pelo substrato e a fase de morte
celular, incorporando os efeitos de liberacdo de bioetanol residual durante a fase
de crescimento celular. Deste modo, comprova-se o potencial do PSQD como
matéria-prima para biotransformacdes e a constituicdo de um processo integrado e

sustentavel de uma biorrefinaria a partir da indastria lactea.

Palavras-chaves: bioproduto; bioetanol; processo integrado; levedura.
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One of the by-products generated by the dairy industries is the deproteinized
cheese whey permeate (DCWP), which has a high organic load, due to its high
content of lactose and mineral salts. In order to transform dairy residues and
minimize the environmental impacts that they can cause if incorrectly discarded in
the environment, it is sought, through the application of biotechnology, to develop
new products using dairy residues as raw materials. Therefore, when aiming at
industrial scale production, it is essential the comprehension of the effects of
experimental fermentation conditions, especially when it comes to the formation of
bioethanol and/or bioproducts. Thus, the construction of mathematical models that
describe bioconversion and assist in the optimization of processes is fundamental
for increasing the yield of reactions. In this perspective, the general aim of this
research was to evaluate the potential of the development of optimized and modeled
bioprocess of the production of bioethanol from cheese whey permeate (DCWP)
and Kluyveromyces marxianus CCT 4086 covering the concept of biorefinery. In
addition, to perform the development and validation of a new mathematical model
to describe the fermentation process of this yeast. For that, a 23 factorial
experimental design and a central rotational composite design for the
biotransformation of the DCWP into bioethanol and other bioproducts were

evaluated. Among the experimental assays, the largest bioconversions occurred
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with 88 g L™ of lactose, in which the assay 1 (29 °C and pH 4.5) was the best
condition, obtaining 50.65 g L* of bioethanol after 45 h of reaction, followed by the
assays 20, 21 and 22 (30 °C and pH 3.5) with an average ethanol concentration of
47.83 gL1in 40 h. In all assays, there were also galactooligosaccharides or organic
acids production. Aiming at a model development that represented this fermentation
process, two phenomenological models of the literature were analyzed and tested,
and a new model was proposed. The kinetic parameters of the models were
adjusted from a set of experimental data from the assays (1 and 5) under the same
pH and temperature conditions (29 °C, pH 4.5). The model which better represented
the bioconversion process was the proposed mathematical model, because it
considers the effects of growth inhibition by the substrate and the cell death phase,
incorporating the effects of releasing residual bioethanol during the cell growth
phase. Thus, it is proven the potential of DCWP as a raw material for
biotransformations and the formation of an integrated and sustainable process of a

biorefinery from the dairy industry.

Keywords: bioproduct; bioethanol; integrated process; yeast.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Um dos elementos determinantes para a competitividade, lucratividade e
responsabilidade ambiental das industrias consiste no gerenciamento de residuos
e subprodutos. As industrias lacteas sao geradoras de volumes expressivos de
subprodutos lacteos, os quais sado constantemente objeto de pesquisa que visam
uma aplicagdo direta ou o desenvolvimento de novos produtos, a exemplo a
suplementacéo alimentar em dietas de suinos (BERTOL et al., 1996; HAUPTLI et
al., 2005) e bezerros (FONTES et al., 2006), enriquecimento de bebidas
(PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008), producdo de butanol, hidrogénio e
lipidios (ZACARCHENCO et al., 2012; HADIYANTO et al., 2014; YADAV et al.,
2014; PESCUMA et al.,, 2015; WOYENGO et al., 2015), biomassa microbiana
(TRIGUEROS et al., 2016), galacto-oligossacarideos (PADILLA et al., 2015),
transgalactosilacdo de lactose (WAWRZYNIAK et al., 2019), bioetanol
(MAWSON,1994; SISO, 1996, SANSONETTI et al., 2009; BACH et al., 2014;
GABARDO et al., 2014; FERREIRA et al., 2015, GABARDO et al., 2016;
MAESTRE, 2017), entre outras aplicacdes.

O bioetanol é um dos principais combustiveis do mercado mundial,
comumente, é obtido a partir de matérias-primas como cana-de-acucar, milho e
beterraba. No entanto, nas ultimas décadas, alguns paises tém buscado utilizar
residuos agroindustriais, como palha da cana-de-acucar, o bagaco de cana, palha
de trigo, palha de arroz, pseudocaule da bananeira para o fabrico de bioetanol de
segunda geracao (LIMA et al., 2001; FERREIRA et al., 2015; EL-IMAM et al.; 2019;
GUILHERME et al., 2019; DU et al., 2020).

Um subproduto lacteo que tem grande potencial para a produgcéo de
bioetanol de segunda geragcédo é o permeado de soro de queijo desproteinizado
(PSQD), subproduto este, gerado em industrias de processamento de
concentrados proteicos (CP) e produtos lacteos ultrafiltrados (PLU).

O PSQD apresenta caracteristicas em termos de composicdo muito
semelhantes as do soro de leite (SL), que € composto por 55 % dos nutrientes do
leite in natura, incluindo as proteinas do soro (20 % da proteina total), sais minerais

(potéssio, célcio, fésforo, magnésio, zinco), vitaminas hidrossolluveis (complexo B)
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e quase toda a lactose do leite, representando cerca de 70 %. J&4 o PSQD contém
0S mesmos nutrientes do soro, excluindo-se apenas a proteina, e, portanto, iSso o
torna fonte de matéria-prima atrativa, barata e nutricionalmente rica para
biotransformagdo em bioetanol (GONZALEZ-SISO, 1996; DINIZ et al., 2014; HU &
DICKSON, 2015; MURARI et al., 2018).

Uma alternativa viavel de aplicacdo do permeado de soro de queijo
desproteinizado é biotransforma-lo em bioetanol, por via metabdlica, utilizando a
leveduras, dentre elas a Kluyveromyces marxianus. Esta levedura tem sido
amplamente estudada em virtude da sua capacidade de consumir substratos
lActeos, além de outros acgucares, de maneira direta no seu metabolismo, evitando
assim a necessidade prévia da hidrélise desses componentes, além de apresentar
taxa mais elevada de crescimento e termotolerancia (FONSECA et al., 2008, LANE
& MORRISEY, 2010; LANE et al., 2011; FERREIRA et al., 2015; NACHAIWIENG
et al., 2015; FASOLI et al., 2016).

Durante o desenvolvimento de um bioprocesso, a grande vantagem que se
tem é o consumo dos nutrientes presentes no PSQD pelas leveduras e a formacéao
de diversos produtos, como bioetanol, biomassa microbiana, acidos organicos e
galacto-oligosacarideos, por processos unicos ou pelo uso de tecnologias
integradas e sustentaveis, as chamadas biorrefinarias.

A utilizacdo de modelos matematicos para descrever e prever 0
comportamento de sistemas biol6gicos tem sido objeto de estudos continuos, pois
seu uso permite reduzir o nimero de experimentos necessarios e ainda possibilitam
atuar com maior previsdo e controle do sistema (GHALY et al., 2007;
AGUSTRIYANTO & FATMAWATI, 2009).

A demanda crescente pela producdo de biocombustiveis tem impulsionado
0 mercado de producao de bioetanol, o que, por consequente, faz com que modelos
matematicos fenomenoldgicos passem, cada vez mais, a serem empregados no
intuito de eliminar possibilidades extremas de inibicdo, seja por
substrato/nutrientes, produtos, metabdlitos secundéarios, mortalidade de celular,
toxicidade, entre outros, de forma a fornecer expressdes matematicas que
descrevam quantitativamente o mecanismo do processo fermentativo, e prevejam
essas limitacdes, sem comprometer a atividade celular da levedura, e afetar a
produtividade do bioetanol (PARRONDO et al., 2000; GABARDO et al., 2015;

ZLATEVA et al, 2015). Além disso, os modelos matematicos também sé&o
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empregados para prever condicdes que expressem as melhores taxas de
crescimento celular, concentracdo de substrato e producdo de produto (GHALY et
al., 2007; PHISAPHONG et al., 2006; SANSONETTI et al., 2011; GABARDO et al.,
2015).

Diante do exposto, esta pesquisa busca fortalecer um novo conceito que vem
surgindo timidamente sobre biorrefinarias para a producéo de bioetanol de segunda
geracdo (BSG), e assim, eliminar conceitos antigos referentes a producdo de BSG
gue envolvem apenas biomassas, como os exemplos ja citados anteriormente.
Com isso, € possivel tornar o conceito atual mais amplo quanto sua dimenséo,
englobando qualquer tipo de subproduto agroindustrial, seja este, sélido ou liquido,
desde que contenha nutrientes essenciais, como carbono e sais minerais, passives
de serem convertidos em bioetanol e suprodutos secundarios de valor agregado.
Portanto, esta pesquisa visa produzir, com o permeado de soro de queijo
desproteinizado e a levedura K. marxianus, bioetanol e produtos secundarios de
interesse industrial, conferindo assim, valor comercial ao processo e fornecendo
uma alternativa para a industria lactea, quanto a reducédo do impacto ambiental que
pode causar o PSQD. Por fim, ao associar um processo envolvendo otimizacdo e
modelagem, promove-se seguranca e rentabilidade, justificando assim, a sua
exploracédo e implantacdo por industrias que almejam produzir bioetanol a partir de

permeado de soro de queijo desproteinizado.
1.2 Objetivos da pesquisa
1.2.1 Objetivo Geral
Avaliar o potencial de desenvolvimento do bioprocesso otimizado e
modelado de producdo de bioetanol a partir de permeado de soro de queijo

desproteinizado e Kluyveromyces marxianus englobando o conceito de

biorrefinaria.
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1.2.2 Objetivos especificos

- Avaliar as bioconversdes empregando a matéria-prima lactea permeado de
soro de queijo desproteinizado (PSQD) e K. marxianus CCT 4086 a partir de
planejamento experimental fatorial 23;

- Estudar a modelagem matematica do melhor resultado obtido pelo
planejamento fatorial 22 como ferramenta para viabilizar a otimizacdo do
processo;

- Aplicar um planejamento experimental do tipo delineamento composto
central rotacional (DCCR) para fins de otimizacdo das varidveis pH e
temperatura;

- Quantificar os subprodutos gerados conjuntamente durante o processo de
producao de bioetanol para os dois planejamentos avaliados;

- Avaliar se as condicbes encontradas nesta pesquisa caracterizam um

processo do tipo biorrefinaria.
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CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, € apresentada a revisdo bibliografica dividida em cinco
secOes para melhor explanar a relevancia da pesquisa. Na primeira secéao (I),
denominada de contextualizacdo do tema, sdo expostas caracteristicas e
informacdes sobre a industria lactea, leite, queijo, soro, permeado de soro de queijo
desproteinizado e producdo de bioetanol.

Na segunda secao (II), nomeada de fundamentacgdo tedrica, sédo abordados
0S assuntos que caracterizam diretamente o objetivo desta pesquisa, como cinética
dos processos fermentativos, parametros de biotransformacdo, curva de
crescimento microbiano, modelos cinéticos e a modelagem matemaética,
fermentagdo alcoolica; fatores que interferem na fermentagdo alcodlica, como
temperatura, pH, matéria—prima (substrato), nutrientes, concentracao de inoculo,
inibidores e leveduras produtoras de bioetanol.

Enquanto na terceira secao (lll), sdo abordadas as caracteristicas,
aplicacdes e acao prebidtica para a levedura Kluyveromyces marxianus.

Ademais, na secao (IV), sao relatados os bioprodutos gerados durante um
processo fermentativo envolvendo soro e permeado de soro de queijo
desproteinizado, tendo destaque para o bioetanol, biomassa celular, acidos
organicos e galacto-oligossacarideos.

Por fim, na quinta e Ultima secao (V), intitulada por Estado da Arte, é
apresentado 0 novo conceito a cerca deste cenario industrial, seguido da

justificativa da pesquisa.

SECAO | - CONTEXTUALIZACAO DO TEMA

2.1 Segmento Leiteiro no Brasil

“O segmento leiteiro mundial apresenta nimeros que impressionam: 133
milhdes de propriedades mantém 363 milh8es de cabecas com aptiddo
leiteira, ocupando 20% das terras agricolas do planeta. Mais de 600
milhdes de pessoas vivem em propriedades leiteiras. Somente 0,3% das
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propriedades tém mais de 100 vacas, 0 que demonstra a importancia da
atividade para a agricultura familiar e de subsisténcia. O leite é o 3°
produto agropecuéario em producédo total e o 1° em valor monetario,
fornecendo 5% da energia, 10% da proteina e 9% da gordura consumida
em nivel global (GLOBAL DAIRY PLATFORM (2017) apud SORIO, 2018).

Ainda, segundo SORIO (2018), a producéao de leite no Brasil se iniciou no
século XVI, porém nao era uma atividade de valor econémico significativa,
permanecendo em segundo plano as demais atividades econdmicas brasileiras.
Porém, em meados do século XX, a producéo leiteira passou a merecer atengao
crescente devido ao seu crescimento e produtividade, isso ocorreu mais
especificadamente no ano de 2000, tendo alcangcado um crescimento de 74 % entre
0s anos de 2000 a 2017.

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), no Brasil a
producéo de leite continua em ascenséao, assim como, o valor comercial do leite e
seus derivados. Advindo, no ano de 2018, as maiores altas no valor do creme de
leite (24,82 %) e da manteiga (19,86 %) (IBGE, 2018).

2.2 Leite

O Leite, segundo Instrucdo Normativa N° 51 de 18 de setembro de 2002 e
Resolugcdo n°® 065/2005, é o produto natural, fresco e integral oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, segregado pelas glandulas mamarias de fémeas sadias,
descansadas e bem alimentadas, em condi¢cdes higiénico-sanitarias (BRASIL,
2002; BRASIL, 2005), com cor, sabor, odor e consisténcia normais (BRASIL, 2005).
A composi¢do média do leite é descrita na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 - Composi¢do média do leite

Componente % (p/v)* Graus Dornic g mL?
Gordura minima 3
Acidez 14a18
Densidade (15°C) 1,028 a 1,034
Cinzas 0,9
Lactose minima 4.3
Proteina minima 2,9
Agua 87,8

* peso por volume

Fonte: Adaptado de SILVA (1997); GAVA (2002); BRASIL (2005); MOHANTY et al. (2016).

O volume global de leite produzido no mundo incluindo todas as espécies
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produtoras é crescente, podendo ser melhor observado na Figura 2.1, a qual mostra
os dados das maiores regifes produtoras de leite no mundo nos anos de 2018 e
2019. E perceptivel que as 4 maiores regides produtoras, Asia, Europa, América do
Norte e América doSul, obtiveram incrementos na producéo de um ano para o outro
(FAO, 2020).

Dados recentes, divulgados pela Food and Agriculture Organization (FAO)
ou Organizacédo das Nacdes Unidas para a Alimentacéo e a Agricultura (FAO 2020)
no documento intitulado Revisdo do mercado de laticinios (Dairy Market Review)
em marco deste ano, apontam que a producéo global de leite em 2019 atingiu 852
milhdes de toneladas, um aumento de 1,4 % em relacdo a 2018, e os paises
responsaveis por este incremento foram: india, Paquistéo, Brasil, Uni&o Européia e
Federacéo Russa.

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2019) estima
gue aproximadamente 600 bilhdes de litros de leite bovino s&o produzidos na
atualidade no mundo. O Brasil encontra-se entre 0s paises que possuem uma
producédo elevada, em 2019 atingiu a marca de 35,2 milhdes de toneladas de litros
de leite (FAO, 2020). As Figuras 2.2 e 2.3 apresentam as maiores regioes
produtoras do Brasil, os trés maiores estados produtores, Minas Gerais em primeiro
lugar, seguido do Parana e Rio Grande do Sul, e os maiores laticinios em relacao

ao numero de produtores.
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Esta estatistica apresenta as principais empresas de laticinios do Brasil em
2017, com base no namero de produtores diretos. Nesse ano, a Laticinios Bela
Vista liderou o ranking, operando através de uma rede de mais de 6,6 mil produtores
de leite, seguida pela Aurora, com aproximadamente 5,5 mil.

O consumo de leite por humanos é de cerca de 5,2 bilhdes de litros, para
alimentac&o animal sédo utilizados cerca de 1,7 bilhdes de litros (SORIO, 2018) e
aproximadamente 32% do montante total de leite produzido, 7,4 bilhdes de litros,
sdo destinados a industria de producdo de queijos, a qual fabrica o equivalente a
770 mil toneladas de queijos por ano no Brasil (USDA, 2017). Outros 12,10%, ou
seja 2,8 bilhdes de litros de leite, sdo utilizados para a producdo de caseina,
iogurtes, leites desnatados, manteiga, doce de leite e leites fermentados
(BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; USDA, 2017).

2.3 Queijo

Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,

2005), o queijo €é caracterizado como produto fresco ou maturado, produzido pela
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separacgdao parcial do soro do leite ou leite reconstituido, integral, parcial, totalmente
desnatado ou soro lacteo, ap6s o processo de coalhar (MAPA, 2005).

O processo de fabricacdo de queijo pode ser realizado pela acéo fisica,
enzimatica, bactérias especificas ou acidos organicos. Além disso, a massa do
gueijo pode ser elaborada com ou sem a presenca de especiarias, condimentos,
substancias aromatizantes e materiais corantes (MAPA, 2005). Ao final do
processo, 0 queijo deve ter aproximadamente 48 % de gordura, de 23-25 % de
proteina de alto valor proteico (PERRY, 2004), sais minerais, célcio, foésforo, além
de carboidratos e vitaminas (GIROTO & PAWLOWSKY, 2001; PERRY, 2004).

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) destaca que a
producdo de queijo no Brasil aumentou nos ultimos anos em 10 %, tendo como
ultimo dado registrado pelo 6rgdo, em 2018, o montante de 780 mil toneladas
(USDA, 2019). A Figura 2.4 mostra os queijos mais produzidos no Brasil em 2017

€ 0 seu equivalente em porcentagem.
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Figura 2.4 - Os seis tipos de queijos mais produzidos no Brasil
Fonte: Euromonitor International, 2017 apud USDA (2019).

Devido a alta producéo de queijos, por consequente, este processo pode
gerar grandes proporcdes de residuo (TEIXEIRA & FONSECA, 2008; YORGUN et
al., 2008). No caso do soro, ele representa cerca de 85-90 % do volume de leite
utilizado inicialmente, retendo ao final, 55 % dos nutrientes do leite (GUIMARAES
et al., 2010; HADIYANTO et al., 2014; YADAV et al., 2015).

Considerando que cada quilo de queijo produzido gera cerca de 9 litros de
soro, estima-se que 10,3 bilhdes de litros de soro tenham sido gerados em 2017 no

mundo, com uma taxa de crescimento estimada em 1 a 2 % ao ano (ABIQ, 2018).
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Deste montante, apenas 145 milhdes de toneladas, equivalente em meédia a 50-
60 %, sao utilizados industrialmente, enquanto o restante é destinado a
alimentacao animal, pequena parte utilizada como fertilizante ou entdo descartado,
como residuo (GANJU & GOGATE, 2017).

2.4 Soro de queijo

O soro de queijo também é conhecido por soro de leite, soro lacteo, soro
doce, soro &cido, lactossoro ou simplesmente soro (BARBOSA et al., 2010;
PRAZERES et al., 2012; ZACARCHENCO et al., 2012). Ele equivale de 80 a 90 %
do volume total de leite que inicialmente é utilizado no processo e retém, em média,
55 % dos nutrientes do leite apds producdo do queijo, caseina e iogurte (Tetra Pak,
2020).

O soro lacteo apresenta caracteristicas que podem variar de acordo com o
tipo de animal, reproducéo, tipo de leite, bem como alimentacdo, saude e higiene
durante o processo de ordenha, de modo geral é constituido por lactose (4,5 % a
5% plv), proteinas soluveis (0,6-0,8 % p/v), lipidios (0,4-0,5 % p/v), vitaminas
(complexo B e outros), sais minerais (8-10 % extrato seco), acido lactico (0,05 %
p/v), acido citrico, compostos nitrogenados néo proteicos (ureia e acido Urico),
compostos bioativos como B-Lactoglobulina, a-Lactoglobulina, imunoglobulinas,
albumina sérica e lactoferrina (GHALY & BEMSSAN, 1995; SISO, 1996;
TALABARDON et al., 2000; GIROTO & PAWLOWSKY, 2001; GAVA, 2002; COTE
et al., 2004; CASAL et al., 2006; SERPA et al.; 2009; BARBOSA et al., 2010;
PRAZERES et al., 2012; HADIYANTO et al., 2014; GABARDO et al., 2015).

A demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica de oxigénio
(DQO) do soro de queijo, encontra-se na faixade 60a80gL ! e, 50a102gL 1,
respectivamente, cem vezes mais poluente que o esgoto doméstico (GAVA, 2002;
SERPA et al., 2009; PRAZERES et al., 2012; YADAV et al., 2014; FERREIRA et
al., 2015; HUGO et al., 2016), tornando-o altamente poluidor, devido a composi¢cao
guimica do soro de queijo ser rica em nutrientes, quando descartado de forma
inadequada e/ou sem tratamento na natureza causa danos drasticos ao meio
ambiente. Uma vez que, possui rapida degradabilidade devido a grande presenca
de lactose e proteinas, constituintes, facilmente utilizados como substrato pelas
mais variadas espécies de microrganismos (TALABARDON et al., 2000; BARBOSA
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et al., 2010; PRAZERES et al., 2012; ZACARCHENCO et al., 2012; HADIYANTO
et al., 2014; GABARDO et al., 2015; MOHANTY et al., 2016).

Nessa perspectiva, TUNICK (2008) estimou que 4000 L de soro poderiam
causar um dano ambiental equivalente ao causado por residuos fecais produzidos
por 1900 seres humanos. O despejo do soro cria preocupacdes severas de poluicdo
para o meio ambiente, pois afeta caracteristicas fisico-quimicas do local de
eliminacdo do residuo. Se o despejo ocorrer em corpos de agua, a maior
consequéncia € a reducdo do oxigénio dissolvido, dificultando deste modo a
biodegradacédo, 0 que representa um risco para a vida aquatica, para 0 meio
ambiente e também para a saude humana.

Assim, mesmo que a maioria das indUstrias lacteas, principalmente as de
pequeno e médio porte, considere 0 soro apenas como um residuo, devido a sua
composigao nutricional, comprovou-se que 0 soro possui potencial de aplicagdo no
desenvolvimento de novos produtos com elevado valor agregado (PRAZERES et
al., 2012; ZACARCHENCO et al., 2012; BACH et al., 2014; HADIYANTO et al.,
2014; GABARDO et al., 2015).

O alto valor nutricional do soro de queijo e 0os avancos recentes da industria
de alimentos, além de aspesctos legislacionais quanto ao meio ambiente, fizeram
com que ocorre-se a valorizagcdo de aproximadamente 50-60 % do soro residual
para a geracdo de produtos de valor agregado para as industrias alimenticia e
guimica (VASALA et al., 2005; PRAZERES et al., 2012).

O principal uso que tradicionalmente emprega o soro de leite de forma
rentavel é, a proteina do soro de leite como promotor de saude, tanto em nutricdo
humana quanto animal. Cerca de 1,5 milhdes de toneladas de constituintes
proteicos de alto valor bidlogico séo produzidos a partir de soro de queijo, 0s quais
impulsionam um mercado crescente de producdo de concentrados proteicos,
isolados proteicos, hidrolisados proteicos, entre outros produtos (KHEZRI et al.,
2016). Esta exploracdo em termos da proteina do soro, deve-se as tecnologias
avancadas de ultrafiltracado e nanofiltracdo que aprimoraram a exploracao de fluxos
de soro de leite (CARVALHO et al., 2013; MARX et al., 2018).Além disso, varias
tecnologias de processo e abordagens biotecnolégicas também foram
desenvolvidas para converter o soro em um recurso de componentes valiosos em
uma ampla gama de bebidas comercializaveis como o mercado das bebidas lacteas
(KROLCZYK et al., 2016),
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A lactose, carboidrato presente no soro de queijo, corresponde a cerca de
8,6 milhdes de toneladas do total de soro gerado, tem grande aplicacdo mas € mais
restrita que a proteina do soro, devido a grande quantidade de pessoas intolerantes
a lactose. Diante deste potencial de aplicacdes, pode-se citar producdo de
biocombustiveis, polimeros biodegradaveis e bioetanol (YADAV et al., 2015),
concentrados proteicos via processos fermentativos, metabélitos para industrias de
alimentos e produtos farmacéuticos, como o acido latico e polissacarideos, além de
preparacao de novos alimentos e bebidas (PESCUMA et al., 2015). O soro, quando
em po, é utilizado para intensificar a cor de produtos carneos embutidos, durante o
cozimento (DAGUER et al., 2010), e atua como anti-aglutinante em misturas secas
(ZAVAREZE et al., 2010). Todas essas aplicagbes acabam reduzindo os efeitos
ambientais causados pelo descarte indevido do soro (SERPA et al., 2009; YADAV
et al., 2014; PESCUMA et al., 2015; YADAV et al., 2015).

De acordo com aplicacdes ja implantadas em escala industrial, a alternativa
mais rentavel de uso e transformacdo do soro é a obtencdo de concentrados,
isolados e hidrolisados proteicos, e queijo ultrafiltrado. Neste processo de
concentragcdo, durante a passagem do soro por um sistema de filtracdo de
membrana do tipo ultrafiltracdo, a proteina fica retida na membrana, obtendo-se um
retentado composto por proteinas, gordura e minerais coloidais, e um liquido que
permeia (passa) pela membrana, originando o permeado de soro de queijo
desproteinizado (LAGRANGE & DALLAS, 1997; ANDRADE & MARTINS, 2002;
ZACARCHENCO et al., 2012).

Segundo a empresa Sooro Renner Nutricdo S.A., a quantidade de soro
utilizada para obter os concentrados proteicos varia de acordo com o tipo de
concentrado requerido, conhecido comercialmente por concentrado proteico de
soro (whey protein concentrate - WPC). Para a obtencao de concentrado proteico
WPC 80 % de proteinas em sua composicao, libera-se, para cada 1 kg produzido,
em torno de 8 kg de permeado, enquanto para a producdo do WPC 35 % séo
necessarios 26 kg de soro leite, os quais resultam em 2,3 kg de permeado e 1 kg
de WPC (RUSSO, 2016; SOORO, 2020). A partir desta relacdo, tem-se uma
producdo anual de permeado liquido de aproximadamente 170 milhdes de litros.
Ademais, devido a composicdo do soro e permeado de soro de queijo

desproteinizado, estes se descartados incorretamente na natureza provocam
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impactos indesejaveis. Para tanto, se apenas considerado como um efluente liquido

industrial, eles demandam elevados custos para o tratamento (SOORO, 2020).

2.5 Permeado de soro de queijo desproteinizado

O permeado de soro de queijo desproteinizado (PSQD), também conhecido
por permeado de soro de leite desproteinizado, soro de leite desproteinizado de
gueijo, soro acido desproteinizado, soro doce desproteinizado, ou ainda soro lacteo
desproteinizado, é constituido por nutrientes como lactose, minerais e proteina
(MOULIN & GALZI, 1984; ZACARCHENCO et al., 2012; HU & DICKSON, 2015;
WOYENGO et al., 2015; SOORO, 2020), além de macro e micronutrientes, como
vitaminas (HU & DICKSON, 2015; HUGO et al., 2016). O Fluxograma 2.1 esboca
as etapas até aqui descritas para a producao do permeado de soro de queijo ou
leite desproteinizado. A Tabela 2.2 apresenta a composicdo média do permeado

de soro de queijo desproteinizado.
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Fluxograma 2.1 - Esquema representativo de producdo do permeado de soro de queijo
desproteinizado
Fonte: Adaptado de ILLANES (2016).
PSQD: permeado de soro de queijo desproteinizado.

Segundo a empresa SOORO (SOORO, 2020) e RUSSO (2016), o permeado
possui diversas aplicacfes, tais como, suplemento alimentar, racdo animal,

confeitaria, panificacdo, lacteos, salgadinhos, entre outras aplicabilidades.
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Contudo, o seu valor comercial é baixo, sendo comercializado a R$ 2,20 o
guilograma de permeado em p6 (SOORO, 2020). Diante disso, pesquisas vém
sendo desenvolvidas com o intuito de agregar valor comercial ao permeado de soro
de queijo desproteinizado (ZACARCHENCO et al., 2012).

Tabela 2.2 - Composi¢cédo média do permeado de soro de queijo desproteinizado de queijo

Componente (mg 100 g % (p/p)
Lactose 70-90
Sais Minerais 4-20
Proteinas 0,5-5
Gorduras <0,1-2
Célcio 500
Sadio 434
Faésforo 470
Manganés 90
Potassio 40
Zinco 30-33
Ferro 3-11
Cobre 1-3
Vitamina A 80
Riboflavina (B2) 15-20
Piridoxina (B6) 5-10
Tiamina (B1) 5-6
Cobalamina (B12) 0,02 - 0,05
Vitamina C 20-40
Pantotenato de calico (Bs) 50 -60
Biotina (Bs) 0,1-0,3

Fonte: Adaptado de MOULIN & GALZI (1984); TALABARDON et al. (2000); PRAZERES et al.
(2012); ZACARCHENCO et al. (2012); HU & DICKSON, (2015); WOYENGO et al. (2015);
GABARDO et al. (2016); SOORO (2020).

Dentre os processos a que o permeado pode ser submetido, destacam-se
0s processos fermentativos, uma vez que esta mistura heterogénea, constituida de
lactose, residual de proteinas e lipideos, vitaminas e sais minerais, € uma fonte de
nutrientes para o crescimento de microrganismos (SISO, 1996; BABU et al., 2014;
BACH et al., 2014; MAESTRE, 2017).

Por consequente, como visto no soro de leite (SL), o permeado de soro de
gueijo desproteinizado (PSQD) € composto por, praticamente, todos os nutrientes
pré-existentes no soro de leite, e portanto, possui valores de DBO e DQO elevados,

cerca de 55.000 e 72.400 mg L, respectivamente (EL-TANBOLY et al., 2017).
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Assim, torna-se cada vez mais necessario que alternativas viaveis sejam
encontradas para o aproveitamento integral destes residuos lacteos, e que passem
a ser 100 % utilizados na producdo de novos produtos de valor agregado, uma vez
gue, sua producdo ndo é sazonal. A seguir sdo descritas algumas possiveis

aplicacdes com estas matérias-primas.

2.6 Aplicacdes das matérias-primas lacteas em processos biotecnolégicos

De acordo com estudos, estima-se que aproximadamente 50-60 % do total
de soro e permeado de soro de queijo desproteinizado sdo aplicados na produgao
de novos produtos, incluindo os bioprocessos (COTE et al., 2004; PRAZERES et
al., 2012; YADAV et al., 2014; YADAV et al., 2015). Dentre os quais, destacam-se
a fermentacdo para a obtencdo de bioetanol (DOMINGUES et al., 1999;
KOURKOUTAS et al., 2002; COTE et al., 2004; ZAFAR & OWAIS, 2006; OZMIHCI
& KARGI, 20072; OZMIHCI & KARGI, 2007°; DRAGONE et al., 2009; SANSONETTI
et al., 2009; BACH et al., 2014; GABARDO et al., 2014; FERREIRA et al., 2015;
GABARDO et al.,, 2016; MAESTRE, 2017), biopolimeros, hidrogénio, metano,
proteina unicelular e probioticos (YADAV et al., 2014; YADAV et al.,, 2015,
TRIGUEROS et al., 2016) e producao de simbiético (PASSOS, 2018).

SACHDEVA et al. (2014) estudaram, como terapia complementar no
tratamento de doencas associadas a gastrites cronicas, o emprego de leites
fermentados enriquecidos com proteinas do soro de leite e Helicobacter pylori
(microrganismos ja utilizados em tratamentos gastricos). Os autores concluiram
que a lactoférrica bovina apresenta efeito benéfico na erradicacdo da Helicobacter
pylori em organismo humano, entretanto, afirmam que novos estudos praticos do
processo fermentativo devem ser realizados para ampliar a aplicabilidade.

O soro de leite também é aplicado em estudos que visam a reducado de
custos de producdo dos polihidroxialcanoatos (PHAS), polimeros considerados
100 % biodegradaveis, os quais vém sendo analisados como uma alternativa para
substituir plasticos advindos da industria petroquimica (MARANGONI et al., 2002;
ZORTEA et al., 2013).

ZORTEA et al. (2013) averiguaram a producdo de PHAs com a bactéria
Cupriavidus necator em diversas fontes renovaveis de substrato, tais como, soro

de gqueijo, 6leo de soja e bagaco de mandioca. Concluiram, que todas as fontes
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estudadas podem ser empregadas como fontes de carbono (substrato) para o
crescimento de C. necator, uma vez que, as distintas matérias-primas nao
apresentaram resultados significativamente diferentes no crescimento microbiano.

HASSEMER et al. (2015) objetivaram a obtencdo de polihidroxibutirato
(PHB) em substrato de permeado de soro de queijo desproteinizado cultivando a
bactéria Bacillus megaterium. Em 20 h de processo, com condicdes de cultivo a
30 °C, 180 rpm, com 23 g L! de permeado como fonte de carbono, produziram
80 g L " de concentracg&o celular.

BARBOSA et al. (2010) verificaram a elaboracédo de aguardente em soro de
queijo de coalho acrescido de 100 g L™ de sacarose como substrato e empregando
a levedura Saccharomyces cerevisiae. O processo fermentativo foi conduzido em
pH 4,6, a 30 °C e em 24 h de cultivo, foram obtidos 7,33 °GL de etanol. Os autores
concluiram com o estudo que a levedura S. cerevisiae mostrou-se adequada para
a producédo de aguardente em subproduto lacteo.

Em estudo de BACH et al. (2014), foram constatados que, além da producéo
de bioetanol a partir do soro, foi possivel reduzir a carga organica deste residuo
lacteo, obtendo-se reducédo de 73,8 % de DBO e 75 % de DQO, em 59 h.

Nesse sentido, verifica-se o potencial de aplicacdo tanto do soro quanto do
permeado de soro de queijo desproteinizado como matérias-primas lacteas
(residuos, subprodutos ou coprodutos da indUstria lactea) propicias para o emprego
em processos biotecnoldgicos, devido a sua composicdo nutricional (COTE et al.,
2004; PRAZERES et al., 2012; YADAV et al., 2014; YADAV et al., 2015).

Portanto, as indUstrias geradoras do residuo permeado de soro de queijo
podem ter acesso as alternativas viaveis de transformacgéo e aplicagdo destes
residuos, de forma a reduzir os efeitos ambientais provocados por eles, e/ou, custos
necessarios para o seu tratamento, se forem considerados apenas efluentes
(MAESTRE, 2017; MAESTRE, 2018).

Um segmento de processo fermentativo que vem se destacando é o de
producao de bioetanol. Este setor vem ganhando crescente importancia dentro da
plataforma de energia, devido a busca mundial por biocombustiveis de origem néo
féssil. Cerca de 95 % do bioetanol atualmente produzido é oriundo de produtos
agricolas, acucares simples (principalmente sacarose de cana ou beterraba) ou
polissacarideos complexos (principalmente amido do milho). No primeiro caso, a

sacarose é fermentada diretamente por levedura para produzir bioetanol e diéxido

36



de carbono; no segundo, o amido precisa ser hidrolisado, quimica ou
enzimaticamente, para fornecer aglcares fermentaveis (principalmente glicose e
maltose) como substratos para fermentacao de leveduras. A sacarose da cana-de-
acucar e a beterraba representam cerca de 40 % do total de bioetanol produzido
(ILLAMES, 2016).

Atualmente, a producdo de bioetanol no mundo estd concentrada
basicamente em 4 paises principais, Estados Unidos (56 %), Brasil (28 %), Unido
europeia 5 % e China 4 %, sendo que os demais paises totalizam 7 % juntos (RFA

(2019). A Figura 2.5 mostra a producao mundial de bioetanol.

28%

I Estados Unidos
I Brasil

I Unizo Europeia
I China

[ | canada

[ ] Tailandia

[ ] india

[ | Argentina

[ ] Resto do mundo
Figura 2.5 - Producéo global de bioetanol por pais
Fonte: Adaptada de RFA (2019).
**Estados Unidos: 16100, Brasil: 7950, Unido Europeia: 1430, China: 11800, Canada: 480,
Tailandia: 390, India: 330, Argentina: 290 e Resto do mundo: 550 milhdes de galbes.

Em termos de numeros (Figura 2.5), os Estados Unidos produzem
anualmente 600 bilhdes de litros de bioetanol, seguidos pelo Brasil com 32,6
bilhdes de litros, Unidao Europeia 5,4 bilhdes de litros e China com 3,4 bilhdes de
litros, dos quais 40 % provém de plantacdes de cana-de-agucar e 60 % de culturas
amido (PRATA et al., 2010). Esse chamado bioetanol de primeira geragdo vem
principalmente de materiais comestiveis produzidos a partir de terras araveis, de
modo que 50 % ou mais do custo de producéo é representado pela matéria-prima
(CARDONA et al., 2010).

Nesse cenario, 0 bioetanol produzido a partir de residuos que contenham
lactose desempenham um papel secundario muito interessante, de acordo com
uma estimativa realizada pelos autores GUIMARAES et al. (2010), os quais
concluiram que o potencial mundial de producdo de bioetanol a partir de soro
excedente atinge 2,3 milhdes metros cubicos, 0 que representa aproximadamente
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3,5 % da producdo mundial de etanol (ILLANES, 2016). Embora este valor pareca
pequeno diante de outras matéria-primas primarias, ja revela um grande potencial,
conforme se observa na Figura 2.5, onde outros paises ndo chegam a produzir isto.
Principalmente se analisarmoso cenario mundial, pois muitos paises ndo chegam
a produzir este valor de 3,5 %, imagina produzir bioetanol fazendo uma conexao
com a gestéao de residuos de soro de leite.

Considerado, ha muito tempo, como uma fonte de carbono e energia para
producdo de bioetanol a partir de leveduras, o processo utilizando permeado de
soro de queijo desproteinizado dificilmente sera competitivo, pelo menos para a
producdo de biocombustiveis (ZADOW, 1984). Aplicar subprodutos lacteos na
producdo de bioetanol € “pensar” em processos sustentaveis, eco-friendly, em
gestao de residuos, economia de energia, geracdo de empregos e em um futuro

melhor.

SECAO Il - FUNDAMENTACAO TEORICA

2.7 Processos fermentativos

De acordo com AMORIM & LEAO (2005), o termo fermentac&o vem do verbo
fermentar, que é derivado da palavra “fervere” que significa ferver ou efervescer”.
Nesse sentido, o processo de fermentacédo pode ser desenvolvido com substratos
oriundos de matérias-primas organicas complexas, convertidas em compostos
mais simples (BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; AMORIM & LEAO, 2005), os
guais, dependendo do tipo de microrganismo (leveduras, bactérias e fungos) e das
condicOes de processo, possibilitam a geracdo de inimeros produtos, sejam estes
metabolitos ou elevacdo de massa celular (GAVA, 2002; SPINOSA, 2002).

2.8 Fermentacao alcodlica

A fermentacé&o alcodlica surgiu com os povos primitivos ha milhares de anos
e evoluiu com a ciéncia que esta em continuo desenvolvimento por meio das

pesquisas. A fermentacao consiste em um processo no qual acucares soluveis sdo
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transformados em etanol como produto principal (SHREVE,1997; LIMA et al., 2001,
GAVA, 2002). Por definicdo, a fermentacao alcodlica trata-se de um processo
anaerobio para producao de energia, com degradacao de carboidratos, formacao
de etanol e dioxido de carbono (BORZANI et al., 2001).

Na fermentacdo alcodlica, os microrganismos utilizados séo as leveduras
(BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; BORZANI et al., 2001; SACHS, 2001), e estas
devem apresentar, como caracteristica principal, a capacidade para producéo e
resisténcia ao etanol. Contudo, para isso, deve-se considerar fatores como pH,
concentracdo de substrato e temperatura, que melhor se adaptem para cada
espécie, e também que geram o menor numero de interferentes (HASHIZUME,
2001; GAVA, 2002; HADIYANTO et al., 2014).

Salienta-se que durante a fermentacdo, além do etanol e dioxido de carbono,
também sdo gerados produtos secundarios, tais como glicerol, acido succinio,
outros alcoois superiores, e também &cidos organicos (EVANGELISTA, 2000;
BORZANI et al., 2001; SACHS, 2001; SPINOSA, 2002).

2.8.1 Fatores que interferem na fermentacao alcodlica

Para a producdo de bioetanol, distintos fatores fisicos (temperatura e
pressdo osmatica), quimicos (pH, oxigenacdo, nutrientes minerais, organicos e
inibidores) e microbioldgicos (espécie, linhagem e concentracdo da levedura e
contaminagcdo bacteriana) podem afetar o rendimento do processo, ou seja,
comprometer a eficiéncia e o desenvolvimento da fermentacédo alcodlica (LIMA et
al., 2001). Nesse sentido, os principais fatores que necessitam de controle sdo
temperatura, pH, matéria—prima (substrato), nutrientes, concentragcéo de indculo e
inibidores (CARVALHO & SATO, 2001; PALMA et al.,, 2001; SPINOSA, 2002;
BACH, 2012; LIU, 2020).

2.8.1.1 Temperatura

Quanto ao fator temperatura, salienta-se que o seu controle é imprescindivel
para o processo de producédo de etanol, pois em baixas temperaturas, ha escassez
de producédo, enquanto temperaturas elevadas propiciam a perda por evaporacao,

ou ainda, o enfraquecimento da levedura. Ademais, a temperatura afeta as
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fermentagdes paralelas, as quais originam compostos secundarios (HASHIZUME,
2001; GAVA, 2002; BACH, 2012; LIU, 2020).

Segundo LIMA et al. (2001), conforme a temperatura aumenta,
consequentemente eleva-se a velocidade da fermentacdo. Neste caso, se a acéo
nao é desejavel ao processo, pode haver contaminagdo microbiolégica, paralelo a
iss0, a levedura pode apresentar-se sensivel a toxicidade do etanol. Assim sendo,
destaca-se a importancia do controle de temperatura em processos industriais,
sendo usualmente empregadas, entdo, temperaturas intermediarias de 30 a 33 °C.

De modo geral, outras pesquisas trazem uma faixa de temperatura um pouco
maior, entre 26 a 35 °C, para se obter alto rendimento de etanol (EVANGELISTA,
2000; LIMA et al., 2001; GAVA, 2002).

2.8.1.2 pH

Outra variavel importante é o pH que, segundo GAVA (2002), para
fermentagdes alcoodlicas deve estar em torno de 4,5. Industrialmente, de acordo
com LIMA et al. (2001), o pH geralmente encontra-se na faixa de 4,5 a 5,5, devido
a capacidade tamponante.

HASHIZUME (2001) salienta que fermentacdes alcodlicas conduzidas em
meios &cidos favorecem a producado de etanol. Contudo, para LIMA et al. (2001),
pHs muito baixos provocam a perda de nutrientes como nitrogénio e potassio,

podendo aumentar a sensibilidade ao etanol e aos acidos orgéanicos.

2.8.1.3 Matéria-prima

A matéria-prima que contenha algum acucar ou glicose é empregada como
substrato fermentativo, conhecido como fonte de carbono, sendo responsavel pelo
fornecimento do esqueleto carbdnico ao meio de cultivo. As fermentagcdes séo
denominadas como simples ou complexas, dependendo do tipo de substrato
utilizado, tais como as matérias-primas acucaradas e amilaceas (LIMA et al., 2001,
GAVA, 2002).

As matérias-primas agucaradas podem ser fermentesciveis e nao
fermentesciveis. As fermentesciveis sdo as que contém monossacarideos, se

limitando aos sucos oriundos de frutas. J& as nao fermentesciveis, sdo as
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constituidas por acucares dissacarideos, as quais dependendo do microrganismo
utilizado € necesséria a realizacdo do processo hidrolitico (LIMA et al., 2001).
Enquanto as amilaceas e feculenta fermentam obrigatoriamente ap6s o processo
de hidrdlise, etapa denominada por sacarificagcdo, pois o amido infermentescivel é
transformado em agucar fermentescivel (LIMA et al., 2001).

Diante do exposto, sdo exemplos de substratos acucarados a
cana- de- acUcar, beterraba acgucareira, sorgo sacarino, milho sacarino, melacos
(residual), mel de abelhas e frutas. Como matérias-primas amilaceas e feculentas,
tem-se as raizes e tubérculos feculentos, e, as matérias-primas celulésicas, tais
como palhas, madeiras, residuos agricolas e sulfiticos de fabricas de papel (LIMA
et al., 2001; GAVA, 2002). Entre outras diversas fontes de carbonos residuérias da
industria de alimentos, tem-se o0 soro e permeado de queijo ou leite (BACH et al.,
2014; YADAV et al., 2015; GABARDO et al., 2016, TRIGUEROS et al., 2016;
MAESTRE, 2017).

2.8.1.4 Nutrientes

O mosto fermentativo deve conter compostos nutritivos, sendo auxiliares no
desenvolvimento dos microrganismos, pois sao responsaveis pelo fornecimento de
energia quimica, como estruturas celulares do carbono (LIMA et al., 2001; LIU,
2020).

Dependendo do microrganismo e dos produtos de interesse, avalia-se a
necessidade em realizar ou ndo a suplementagdo do meio reacional com
macroelementos (hidrogénio, oxigénio e nitrogénio), com micronutrientes (fésforo,
enxofre e selénio), oligoelementos ou elementos tracos (metais) (vanadio,
molibdénio, manganés, ferro, cobalto, niquel, cobre, zinco e cofatores) ou vitaminas
(biotina e riboflavina) e aminoacidos (MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019; LIU,
2020).

Por fim, o processo de producdo pode ainda necessitar de aeracdo ou nao
do meio, podendo esta aeracdo ser por injecéo direta de oxigénio, ar comprimido
ou por agitacdo mecanica (MAESTRE, 2018). Nota-se que 0 excesso de oxigénio
ird favorecer a via metabdlica para o crescimento celular (biomassa microbiana)
como produto principal em detrimento a producéo de etanol (HASHIZUME, 2001;
LIMA et al., 2001; GAVA, 2002; TRIGUEROS et al., 2016; MAESTRE, 2018).
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2.8.1.5 Concentracao de indculo

Segundo Maestre (2018), para uma conducdo adequada do processo
etandlico, a concentracdo de indculo deve ser correspondente com a concentracao
e tipo do substrato. Para tanto, quando necessério, desenvolver o processo de
hidrélise enzimatica para os dissacarideos ou oligossacarideos, a fim de
disponibilizar os aclcares ao meio de cultivo do in6culo, promovendo o crescimento

microbiano, de modo a ndo haver ainibicdo devido ao excesso ou falta de substrato.

2.8.1.6 Inibidores

O processo fermentativo pode ser inibido por fatores distintos, como a
formacé&o dos produtos, excesso de substrato, nutrientes adicionados, temperatura,
pH, reacdes paralelas do meio de cultivo e atividade enziméatica (LIMA et al., 2001,
BELLAVER et al., 2004; PHISALAPHONG et al., 2006; LIU, 2020).

2.9 Curva de crescimento microbiano

A Figura 2.6 mostra o perfil do crescimento microbiano dividido em suas
varias fases, desde a fase lag, passando pela fase log, estacionaria e de declinio.
A fase lag corresponde ao periodo de adaptacéo das células microbianas ao meio
ao qual foram inseridas, ndo ocorrendo reprodugéo celular (X = Xo = constante). A
duracdo dessa fase € varidvel, e dependente de véarios fatores como a
concentracdo do inoculo (valor de Xo), idade do microrganismo (tempo de pré-

cultivo) e estado fisiol6gico da célula.
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Figura 2.6- Curva tipica de um crescimento microbiano
Fonte: Adapado de FIORESE et al. (2018).

A fase log, também conhecida por crescimento exponencial, é a etapa ativa
do crescimento microbiano apos a transi¢cao, onde € possivel verificar a reproducéo
microbiana efetivamente no decorrer do tempo de geracdo (tg). Nesta fase a
velocidade de crescimento, identifica-se com a velocidade especifica maxima e,
portanto, a constante de crescimento é dita como velocidade especifica (px) de
reproducdo do microrganismo = velocidade especifica maxima (um) (FOGLER,
1999; PARRONDO et al., 2000).

Neste ponto, identifica-se a velocidade de crescimento conforme Equacao
(2.1), compreendida entre t; (tempo inicial) e tc (tempo critico) de acordo com a
Equacdo (2.2). Para HISS (2001), como tempo de geracdo esta como
correlacionado com a Equacéo (2.2), e com um, obtém-se a equacédo simplificada

Equacéo (2.3).

dX _ Eq. (2.1)
ar - Hmk
X=Xgoexp [pn(t—1to)] Eq. (2.2)
0,693 Eq. (2.3)
Hm =

te
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Em que X a concentracdo celular (gL™), t o tempo (h?), p, velocidade
especifica maxima de crescimento (h), X, concentracgdo celular inicial (g L'}), t,
tempo inicial (h?) e t, tempo de geracgéo (h™).

O crescimento microbiano entra em fase estacionaria quando X atinge o seu
maximo e permanece constante, obtendo um equilibrio relativo entre as taxas de
reproducédo e de morte celular, as quais se igualam e permanecem constantes,
provocando modificacfes na estrutura bioguimica do meio de cultivo (BONONI &
SCHMIDELL, 2001; HISS, 2013). Essa interrupcdo pode ser ocasionada por
esgotamento de nutrientes, quantidade de oxigénio reduzida, devido ao excesso de
microrganismos, acumulo de residuos téxicos a célula (metabdlitos primarios),
alteracdes no pH que podem ser danosas a célula (WILLEY et al., 2009)

Por fim, o processo chega a etapa de declinio do metabolismo, conhecida
por fase de desaceleracdo ou fase de morte, onde o valor da concentragdo celular
de células viaveis diminui a uma velocidade que excede a velocidade de producgéo
de células novas, observando-se a diminuicdo da curva de crescimento celular
(HISS, 2001). Esta fase também é conhecida como fase de respiracdo enddgena,
pois em condicdes de caréncia de substrato uma propor¢ao consideravel de células
sobrevive utilizando suas reservas internas para manutengdo e sobrevivéncia.
Quando estas reservas internas esgotam-se, as células come¢cam a se auto-oxidar
(autdlise) (SCHMIDELL et al., 2001).

2.10 Comportamento cinético dos processos fermentativos

O estudo cinético em processos fermentativos consiste primeiramente na
analise da evolucédo dos valores de concentracdo de um ou mais componentes do
sistema de cultivo em funcédo do tempo de fermentacédo (BONONI & SCHMIDELL,
2001; HISS, 2013).

Dessa forma, a cinética de biotransformacdo esta relacionada com o
crescimento celular (biomassa microbiana) e os produtos do metabolismo, sendo
estes dependentes dos substratos e nutrientes empregados, e das condi¢des
processuais de cultivo que compdem o meio (BONONI & SCHMIDELL, 2001; HISS,
2013).

Nessa perspectiva, a cinética quimica estuda as velocidades e os

mecanismos das reacdes quimicas (SOUZA & FARIAS, 2008). Isso possibilita a
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comparagdo quantitativa entre as diferentes condicdes de cultivo, como a
temperatura, pH e outros, por meio das velocidades de transformacao e os fatores
de converséo, os quais sao obtidas a partir das curvas de ajuste (HISS, 2013).

Assim, realiza-se uma andlise dos valores experimentais quanto a
concentracdo de biomassa (X), de produto (P) e de substrato (S), que ao serem
representados em fungcdo do tempo pelas curvas de ajuste, sdo indicadas por AX,
AP e AS como sendo a variagdo dentro de um intervalo de tempo (tr — ti), de acordo
com a Figura 2.7 (HISS, 2013).

concentragdes

tempo )

—t
—_—
[ o [P U
-

Figura 2.7 - Curva de cinética de processos fermentativos
Fonte: HISS (2013).

E fundamental conhecer o conjunto de dados durante a fermentacéo por
meio do monitoramento temporal, conforme apresentado na Figura 2.7. Sistemas
fermentativos sdo altamente sensiveis a mudancgas sob condi¢cdes anormais de
operacdo. Obter um produto com o maximo de rendimento implica, portanto, em
manter as condicBes de operacdo dentro do bioreator bem proximas de uma
trajetéria pré-estabelecida, visando processos em escala industrial, e assim,
realizar o dimensionamento de uma instalacdo produtiva, bem como ampliagéo de
escala e avaliacdo das condigcbes operacionais, devido a possibilidade de

comparacdao dos fatores que interferem nos processos fermentativos (HISS, 2013).
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2.10.1 Velocidades especificas ()

Segundo FOGLER (1999); PARRONDO et al. (2000); HISS (2013) e
ZLATEVA et al. (2015), em processos descontinuos, a taxa de concentragéo de
biomassa (X) aumenta no cultivo, proporcionando, por consequéncia, 0 aumento
da concentracdo das enzimas que transformam o substrato (S) em produto (P),
considerando o tempo de fermentacéo.

Para tanto, GADEN (1955) fundamentou as velocidades especificas de
crescimento microbiano (px) conforme Equagao (2.4), consumo de substrato (us)
pela Equacéo (2.5) e formacgéo de produto (up) pela Equacéo (2.6), em um dado

instante:

_1dX Eq. (2.9
M = ¥ dt
3 l(_ E) Eq. (2.5)
Hs =¥\ ™
_1dp Eq. (2.6)
HP = ¥ dt

Sendo, px velocidade especifica de crescimento microbiano (h?), ps
velocidade especifica de consumo do substrato (h), pr velocidade especifica de
formacdo do produto (hl), X concentracido celular (g L), S concentragido do

substrato (g L), P a concentragéo do produto (g L) e t o tempo (h™).

2.10.2 Fatores de converséo (Y)

Um modelo que prediz o comportamento do processo fermentativo é
determinado a partir das caracteristicas especificas do processo, analisando as
relacbes cinéticas pelo tratamento fenomenoldgico dos dados experimentais
(PARRONDO et al., 2000; GABARDO et al., 2015; ZLATEVA et al., 2015). Dessa
forma, ao considerar um tempo t de fermentacéo, € possivel relacionar os valores

de X, S e P (Figura 2.6), obtendo os fatores de conversao de substrato em célula
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(Yxis), produto em célula (Yxp) e substrato em produto (Ysp) que estédo

representados nas Equacdes (2.7), (2.8) e (2.9), respectivamente.

X=Xy Eq. (2.7)
Yx/s = Se—5S

X=X Eqg. (2.8)
Txe =5z P,

_P-R Eq. (2.9)
Yp/s = So—s

Sendo, X, a concentracdo inicial de biomassa (g L™"), X a concentracdo
final de biomassa (g L™"), S, a concentracéo inicial de substrato (gL ™ e S a
concentracdo final de substrato (g L™"), P a concentra¢édo do produto (g L), Po a
concentracg&o inicial do produto (g L), S, a concentragao inicial de substrato (g L™")

e S aconcentracio final de substrato (g L™).

2.11 Modelagem matematica de processos fermentativos

A modelagem matematica em processos fermentativos pode ser definida
como a busca por representar por meio equacdes de balanco de massa ou molar
dos componentes que constituem o meio reacional de fermentagdo, as
transformacdes bioquimicas que ocorrem nos processos fermentativos através das
velocidades de reacdo. Enquanto a simulacdo do processo corresponde a busca
por aperfeicoar o processo atraves do modelo matematico (BONONI &
SCHMIDELL, 2001).

A partir disso, a modelagem matematica e a simulacdo correspondem a
ferramentas utilizadas na biotecnologia, bem como no desenvolvimento tecnoldgico
de processos fermentativos, com o propésito de prever o comportamento do
processo, suas condi¢fes ideais para atingir o ponto 6timo do sistema (BONONI &
SCHMIDELL, 2001; TAVARES, 2017).

A modelagem matematica dos bioprocessos consiste na proposi¢cdo de um

modelo matematico que descreve a fermentacéo, considerando o microrganismo,
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substrato e condicdes operacionais especificas (BORZANI et al., 2001,
PHISALAPHONG et al., 2006; ZLATEVA et al., 2015).

Para tanto, os modelos matematicos auxiliam no desenvolvimento de novas
estratégias, com a finalidade de otimizar o processo de fermentacao, relacionando
a influéncia de parametros operacionais com as taxas de crescimento celular
(MORESI et al.,, 1990; BONONI & SCHMIDELL, 2001). E, para o modelo ser
considerado eficiente, o mesmo deve levar em considerac&o para sua elaboracéo,
as taxas de crescimento microbiano e consumo de substrato, além de efeitos de
limitacdo de substrato, inibicdo pelo produto, e também o que isso representa em

termos de gastos com manutencdo e morte celular (GHALY et al., 2007).
2.11.1 Modelos mais comumente utilizados em bioprocessos

Existem indmeros modelos disponiveis na literatura que podem prever o
comportamento cinético em bioprocesos, tais como: Monod (MONOD, 1949);
Edwards (EDWARDS, 1970); Phisalaphong (PHISALAPHONG et al., 2006); e
Levenspiel (HAN & LEVENSPIEL, 1988), entretanto, avaliar qual dos modelos se
adequa melhor ao processo fermentativo em estudo, para que possa se averiguar
guem melhor pode descrever o comportamento dos dados experimentais se faz
necessario quando se almeja alta produtividade.

O modelo mais classico para representar o comportamento do processo
fermentativo € o Modelo de Monod (1949). A equacdo proposta por Monod
interpreta a fase exponencial de crescimento, relacionando a concentracdo do
substrato limitante no meio (S) com a velocidade especifica (ux) de reproducéo do
microrganismo conforme proposto pela Equagéo (2.10), em que pm corresponde a
velocidade especifica maxima de crescimento e Ksc € a constante de saturacao
(GABARDO et al., 2015; ZLATEVA et al., 2015).

" Kge +S

Hx

Sendo, px velocidade especifica de crescimento microbiano (h™?), pm
velocidade especifica maxima de crescimento (h?), S concentracdo do substrato

(g L' 1) e Ksc constante de saturacgio.
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Baseado na equacao de Monod, o Ksc pode ser considerado como metade
de seu valor maximo, ja que a constante representa a concentracdo do substrato
na qual a velocidade de crescimento € a metade do seu valor maximo (FOGLER,
1999; HISS, 2013; ZLATEVA et al., 2015).

A inibicdo do crescimento e producdo de etanol pode ocorrer devido a
varios fatores, entre eles o excesso de substrato e a formacdo dos proprios
produtos (LIMA et al. 2001; BORZANI et al., 2008). A inibicdo pelo excesso de
substrato é comumente explorada pela interpretacéo fisica do modelo de inibicdo
derivada da cinética enzimética de Michaelis-Menten. Esse modelo avalia a
velocidade da reacdo enzimética pela influéncia das concentracgdes iniciais de
enzima e de substrato, corroborando basicamente, na concentragcdo do substrato
maior que a concentracdo da enzima (BORZANI et al., 2008).

Nessa perspectiva, BELLAVER et al. (2004) avaliaram a atividade
enzimatica, aumentando a concentracdo de substrato (lactose e glicose) para o
crescimento da levedura K. marxianus CBS 6556. Os autores constataram que a
atividade de algumas enzimas aumentou, enquanto de outras permaneceu
inalterada, dessa forma, sugeriram que, para a producdo de bioetanol, o fluxo
glicolitico deve ser mantido constante.

Quando héa presenca de inibidores, tais como os proprios produtos, outros
modelos sdo mais aconselhaveis que o modelo de Monod. Dessa forma, é possivel
representar a concentracdo celular (g L) na presenca de inibidores, a partir das
taxas de crescimento celular (ux) conforme Equacéo (2.11), consumo do substrato
(us) pela Equacéo (2.12) e produgéo de produto (pr) de acordo com a Equacgao
(2.13) (PHISALAPHONG et al., 2006).

Eq. (2.11)
S P
Hx = Hm S g2 (1_a)+kd
+ Kgc + K_IC
ot e Eq. (2.12)
YS/ YS/
X
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Eq. (2.13)

S P
Hp = MmP 3z (1 )
S + Kscp + @

Sendo, px velocidade especifica de crescimento microbiano (h™?), pm
velocidade especifica maxima de crescimento (h?), S concentragio do substrato
(gL 1), Ksc constante de saturagdo, P a concentracdo do produto (g L?), Kic
constante de inibicdo, P, constante de inibicdo pelo produto para o crescimento
celular, k4 efeitos da fase de morte (h''), us velocidade especifica de consumo do
substrato (h™), pr velocidade especifica de formacgo do produto (h'), Ys/x fator de
conversao substrato em biomassa celular, Ysp substrato em produto, p,P =
L, maxima velocidade especifica de producdo do produto (h?l) e K P constante
de saturagéo pelo produto.

Com as Equacgfes (2.11 a 2.13), identifica-se a inibicdo pelo substrato e
produto para a formacdo de biomassa e produto. Partindo disso, ao conhecer e
identificar as caracteristicas especificas do processo fermentativo, é possivel a
aplicacdo de métodos de modelagem e controle matematico a fim de melhorar as
condicdes do processo analisado (ZLATEVA et al., 2015).

Assim sendo, o modelo de Edwards, que é uma adaptacdo do modelo de
Monod (1949), se diferencia entre os modelos por considerar o efeito de inibicdo do
crescimento de biomassa e produto pelo substrato (KsP e KisP). Contudo, este
modelo ndo considera os efeitos da fase de morte ou consumo do substrato na
manutencdo das células (kd e Kcm) (EDWARDS, 1970), conforme exposto pelas
Equacbes (2.14) a (2.16).

dX  pmax-S X
dt g2 Eq. (2.14)
(KS +S+ K_IS
dP _ vmax- S X
dt 52 ’ Eq. (2.15)
(KSP +S+ m))
ds _ ( 1 dX 1 dP)
dt

Yxs dt Yps dt Eq. (2.16)
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Sendo, umax taxa de crescimento especifico maximo (h™?), S concentracéo
do substrato (g L 1), Ks coeficiente de saturacéo do crescimento celular (constante
de Monod) (g L™1), Kis coeficiente de inibicdo pelo substrato no crescimento celular
(gL Y, X a concentracdo final de biomassa (g L"), vmax taxa méaxima de
producdo especifica de bioetanol (h?), KsP coeficiente de saturagdo para a
producdo de bioetanol (gL™"), KisP coeficiente de inibicdo pelo substrato na
formac&o de bieotanol (g L™"), Yxs fator de conversdo de substrato em célula e Yess
fator de converséo de produto em substrato.

O modelo de PHISALAPHONG et al. (2006) segue 0os mesmos principios do
modelo de Edwards: considera o efeito de inibicdo do crescimento de biomassa e
produto pelo substrato (Kis e KisP), ndo identificando os efeitos da fase de morte e
nem o consumo do substrato na manutengao celular (Kcm). Este método diferencia-
se por englobar um termo de inibicdo ndo competitiva do crescimento pelo produto,

de acordo com as Equacgdes (2.17-2.19).

dX ~ pmax-S (1 P )

dt (Ks+S + IE_IZS ~ Pxmax Eq. (2.17)
dP _ vmax- S .<1_ P ) Eq. (2.18)
dt 2 . .

(KsP+ S+ KsisP) Ppmax |
ds 1 dX 1 dp
a=(‘y—m'a‘y—m'5) Eq. (2.19)

Sendo, umax taxa de crescimento especifico maximo (h™?), S concentracéo
do substrato (g L), P a concentragdo do produto (g L), Pxmax termo de inibic&o
pelo bioetanol para o crescimento celular (g L'Y),X a concentracdo final de
biomassa (g L™"), Ks coeficiente de saturacdo do crescimento celular (constante de
Monod) (g L), Kis coeficiente de inibicdo pelo substrato no crescimento celular
(g L), vmax taxa méxima de producéo especifica de bioetanol (h™?), KsP coeficiente
de saturaco para a producéo de bioetanol (g L™"), KisP coeficiente de inibicdo pelo
substrato na formac&o de bieotanol (g L™"), Ppmax termo de inibi¢&o pelo bioetanol
na producéo de bioetanol (g L™"), Yxis fator de converséo de substrato em célula e

Yr/s fator de conversédo de produto em substrato.
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Nesse sentido, a avaliagdo do modelo com melhor desempenho de
representacdo do processo fermentativo é feita por meio do ajuste de parametros
cinéticos dos modelos aos dados experimentais da fermentacdo e posterior
comparacao de parametros estatisticos de regressao, tais como, critério de Akaike

(AIC) e coeficiente de determinacéo (R?).

SECAO Ill - Leveduras produtoras de etanol

Os agentes de fermentacdo sdo as leveduras, as quais sao fungos
unicelulares (GAVA, 2002), classificadas de acordo com 0s processos envolvidos
no metabolismo dos acglcares e geracdo de energia. As leveduras que apresentam
efeito Crabtree, ou seja, repressdo do metabolismo respiratério pela glicose, ao
realizarem fermentacédo alcodlica em condi¢cfes aerObias sdo denominadas de
Crabtree positivas, resultando em uma menor producao de biomassa, uma vez que
a maior quantidade de acucares fermentesciveis € convertida em etanol. Ja as
leveduras Crabtree negativas produzem mais biomassa a partir da glicose
disponivel no meio (LIMA et al., 2001; DASHKO et al., 2014 SUZART & DIAS,
2007).

Para a producéo de etanol, as leveduras sdo os microrganismos preferidos
para esta finalidade. As mais usualmente empregadas séo as cepas do género
Saccharomyces e suas subespécies, tendo destaque a subespécie S. cerevisiae
(LIMA et al., 2001; SUZART & DIAS, 2007; BACH et al., 2014; GABARDO et al.,
2016).

As leveduras do género Saccharomyces sdo Crabtree positivas, pois
realizam respiracao sob condicdo aerdbia, porém, se adicionada certa quantidade
de glicose ao meio, automaticamente a levedura inverte seu metabolismo e passa
arealizar a fermentacgéo alcodlica, e, portanto, chamada de Crabtree de curto prazo
(DASHKO et al., 2014).

Assim, visando a aplicac&o industrial, os microrganismos devem apresentar-
se com elevada eficiéncia na conversao do substrato em produto, acamulo do

produto ao meio fermentativo, ndo produzir substancias incompativeis com o
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produto, ndo serem patogénicos e promover a rapida liberacdo do produto ao meio
(LIMA et al., 2001).

Nessa perspectiva, a levedura Kluyveromyces marxianus tem sido estudada
na producdo de bioetanol, por apresentar resisténcia a temperaturas processuais
mais elevadas, e também, metabolizar substratos de origem lactea, além de outros
acucares de forma direta, ndo necessitando do processo de hidrélise (COTE et al.,
2004; HADIYANTO et al., 2014; FERREIRA et al., 2015; FASOLI et al., 2016).

2.12 Kluyveromyces marxianus

Emil  Christian Hansen descobriu a levedura descrita por
Kluyveromyces marxianus, apoés ser isolada da uva. Inicialmente, esta levedura era
denominada de Saccharomyces marxianus por apresentar caracteristicas
semelhantes as do género Saccharomyces (FONSECA et al., 2008).

Observou-se que as leveduras Saccharomyces marxianus, Saccharomyces
fragilis e Saccharomyces lactis apresentavam capacidade de metabolizar
diferentes acUcares que as demais leveduras do género Saccharomyces. Em 1956,
estas leveduras passaram a constitur um novo género denominado
Kluyveromyces. Assim, passaram a ser descritas por Kluyveromyces marxianus,
Kluyveromyces fragilis e Kluyveromyces lactis (FONSECA et al., 2008). A Figura

2.8 apresenta a morfologia da K. marxianus por microscopia 6ptica e eletrdnica.
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Figura 2.8 - Morfologia da levedura K. marxianus ATCC 36907 por microscopia Optica e eletrénica
* (a) corresponde na microscopia éptica com ampliacdo de 100x.

** (b) Microscopia eletrénica com aumento de 5000X.

Fonte: TAVARES (2017).
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A levedura K. marxianus (Figura 2.8) vem despertando interesse na area da
biotecnologia quando comparada com outras espécies de leveduras, devido a sua
grande diversidade metabdlica, capacidade de assimilar uma variedade de
acucares, apresentar taxa mais elevada de crescimento e amplo espectro de
termotolerancia (FONSECA et al., 2008; LANE & MORRISEY, 2010; LANE et al.,
2011; FERREIRA et al., 2015; NACHAIWIENG et al., 2015; FASOLI et al., 2016),
crescendo em temperaturas de 30 a 52 °C (ROSSI et al, 2009; LANE &
MORRISSEY, 2010) e produzindo etanol na faixa de 45-50 °C (BOYLE et al.,
1997).

Essa levedura atua na faixa de pH de 4,5 a 6,5 (FONSECA et al., 2008;
YADAV et al., 2015; FASOLI et al., 2016) e é classificada como Crabtree negativa,
capaz de realizar, simultaneamente, fermentacdo e respiracdo. Esse efeito &
caracterizado pela fermentacdo alcodlica em aerobiose, em elevadas
concentragdes de carboidratos ou cultivos com alta taxa de crescimento, e portanto,
considera-se que o fator mais importante para a determinacdo do metabolismo
fermentativo da Kluyveromyces é a concentracdo de oxigénio disponivel no meio
(FONSECA et al., 2008; LANE & MORRISSEY, 2010).

A K. marxianus apresenta uma taxa de crescimento elevada, com tempo de
geracado equivalente a aproximadamente 70 min e uma alta capacidade secretéria
(LANE & MORRISSEY, 2010). Dessa forma, possui a capacidade natural de
excretar enzimas com propriedades desejadas no que se refere ao custo beneficio
das etapas de downstream de um processo fermentativo, isto €, etapas de
separacao, purificacdo de produtos e subprodutos e tratamento de efluentes
(HENSING et al., 1995). Além disso, apresenta elevadas taxas de sacarificacdo e
fermentacéo, remocao continua de etanol e contaminacéo reduzida (BANAT et al.,
1998).

Segundo LANE & MORRISSEY (2010), a levedura em estudo apresenta
poucas restricdes de utilizacao, visto que € reconhecida como GRAS (Generally
Regarded As Safe) e QPS (Qualified Presumption of Safety) nos Estados Unidos e
Europa, tem destaque de aplicacdes nos setores alimenticio, farmacéutico e de
cosmeéticos.

Este género de levedura tem motivado inUmeras pesquisas e aplicacdes
industriais biotecnolégicas como a producdo de enzimas (B-galactosidase, B-

glicosidase, e poligalacturonases, inulinase entre outras), de proteinas para
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alimentagédo animal ou humana, de compostos aromaticos como fenil-etanol e de
biocombustiveis como o bioetanol (FONSECA et al.,, 2008). Seu destaque na
producao de bioetanol ocorre com matérias-primas lacteas, uma vez que assimila
de forma direta a lactose em seu metabolismo (COTE et al., 2004; SILVEIRA et al.,
2005; GABARDO et al., 2014; HADIYANTO et al., 2014; TOFALO et al., 2014;
YADAV et al., 2014; ZHOU et al., 2014; NACHAIWIENG et al., 2015; FASOLI et al.,
2016; BARROS et al., 2017).

Nas Tabelas 2.3-2.5, sdo apresentadas pesquisas realizadas nos ultimos
nove anos advindos de processos biotecnolégicos com potencial de aplicacédo da
levedura K. marxianus para a obtencdo de diversos produtos fermentativos
relacionados a diversas matérias-primas, como soro e permeado de soro de queijo
desproteinizado. A busca de artigos foi feita na base de dados Science Direct,
Google Scholar e Scopus, empregando as palavras-chave:
Kluyveromyces marxianus, K. marxianus, alcoholic fermentation, whey permeate,
cheese whey, milk e bioproducts, os quais apresentaram relevancia para a presente

pesquisa.
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Tabela 2.3 - Estudos que empregaram a levedura K. marxianus em processos biotecnolégicos com substratos diversos

. Produto de interesse Concentracédo de Tempo Condicdes a
Substrato fermentativo S 1 : Referéncia
ou aplicacao produto (g L™) (h) processuais
Industrias de tequila (i‘%‘)’e tequilana fructans - Bioetanol 49,90 96 30°C,pH45 FLORES etal. (2013)
Bagaco de cana e soro de ricota Etanol e biomassa 49,65 e 80, 72 39,2 °C, FERREIRA et al.
(100 g L ! lactose consumida) celulosica respectivamente pH 5,05, 65 rpm (2015)
Purificacdo e a
identificac&o os
" ) 31°C, pH 6,5,
Leite fermentado peptldeps. 105,60, 9.’96 €544, 48 189 rpm, 6 % Ll et al. (2015)
aminopeptidase, respectivamente .
: . indculo
carboxipeptidase e
endoproteinase
Xilose (200 g L ! consumida) Etanol 60,07 72 37 °C, ZHANG et al. (2015)
Glicose (120 g L-%) e xilose (60 g L™?) Etanol 50,10 28 42 °C ZHANG et al. (2016)
Sacarificagdo simultdnea de bagaco de macé e L 40 °C, 150 rpm, BARROS et al.
caju Etanol celulésico 58,00 48 pH 4,5-5,0 (2017)
Enzima B-galactosidase imobilizada em di6xido
de silicio em soro de leite (150 g L*1), com Bioetanol 63,90 6 37°C,pH7,0 BENE\é\gAl‘Ié)et al.
co- imobilizacédo S. cerevisiae e K. marxianus
(o
Palha de carmauba Etanol celulésico 4,77 36 3515%}%%5' SILVA et al. (2018)
Sorgo (hidrolisado de enzima de farelo : 30 °C, pH 5, EL-IMAM et al.
vermelho) Bioetanol 24,35 48 120 rpm (2019)
Bagaco de cana Etanol 29,45 24 37°C,pH5 GUILHERME et al.
(2019)
LOPEZ-
Farinha cladddio oriunda de Opuntia ficus-indica Etanol 12,98 4 40 °C,pH5,5 DOMINGUEZ et al.
(2019)
Agave salmiana (planta) Bioetanol 18,31 48 30 °C, 100 rpm  LAINEZ et al. (2019)
Xilose Etanol 24,10 72 40 °C SUZUKI et al. (2019)
(o
Palha de milho Xilitol e etanol 24,2 € 52, 24 40 °C, pH 5, DU et al. (2020)
respectivamente 200 rpm

56



Tabela 2.4 - Estudos que empregaram a levedura K. marxianus em processos biotecnolégicos com substrato soro

. Produto de interesse Concentracgéo de Tempo Condicdes L
Substrato fermentativo S 1 : Referéncia
ou aplicacao produto (g L) (h) processuais
. . 0,25 g de etil acetato 32 °C, pH 4-5,
Soro de queijo Acetato de etila por g de lactose 18 101,325 Pa URIT et al. (2011)
. . ZOPPELLARI &
(o
Soro de leite Bioetanol 17,04 72 28 °C, 400rpm BARDI (2013)
0 Py
Soro de leite Acetato de etila 1,59 25 32 8%0 F;Srnz 5 LOSER et al. (2013)
- . 33°C, pH5, 150 MURARI et al.
1 1 1
Soro de queijo (60g L™) Etanol 29,78 12 rpm (2019)
Reducéo da 35 °C, pH 7,25,
. . antigenicidade das 29% e 53%, 150 rpm,
Soro de leite bovino proteinas por técnicas respectivamente 12 antigenicidade ZHAO etal. (2020)
ultrassbnicas de a-LAe B-LG
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Tabela 2.5 - Estudos que empregaram a levedura K. marxianus em processos biotecnolégicos com substrato permeado (PSQD)

. Produto de interesse Concentracédo de Tempo Condicdes a
Substrato fermentativo S 1 : Referéncia
ou aplicacao produto (g L™) (h) processuais
Permeado de soro de leite desproteinizado de . 30 °C, pH 4,0, ~
queijo (150 g L3 Biomassa celular 15,70 26 100 rpm ASSUNCAO (2014)
. 30°C,pH7 GABARDO et al.

l ~ 1 L

Permeado (60g L 1) Etanol 27,5 12 100 rpm (2014)
50 °C, pH 6,5,

Permeado de soro de queijo desproteinizado Oligossacarideos de 322 g de prebioticos enzima p- PADILLA et al.

K por kg de permeado 6 galactosidase

(250gL ™ lactose ! (2015)

de soro oriunda de
K. lactis
. - 30 °C, pH 8,5, GABARDO et al.
Permeado de soro de leite desproteinizado Etanol 79,1 50 150 rpm , (2016)"
. . 30°C,pH5 DIEZ-ANTOLINEZ et
l L L
Permeado de soro de queijo (120g L™ %) Etanol 53,44 48 150 rpm al. (2018)
: 30 °C, sem
Permeado de soro de leite Etanol 8,90 18 . MURARI et al. (2018)
agitacdo

* Co-imobilizacéo de S. cerevisiae e K. marxianus.
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Assim, optou-se por aplicar a levedura K. marxianus na presente pesquisa,
devido a sua capacidade em metabolizar de forma direta o dissacarideo lactose,

presente na matéria-prima lactea PSQD.

2.12.1 Acéo prebiotica

A biomassa microbiana formada a partir de fermentacées com a levedura
K. marxianus pode proporcionar acdes prebidticas ao produto. Sugere-se também
gue a levedura apresenta potencial para desenvolvimento como levedura probidtica
(SMITH et al., 2016; PENDON et al., 2020).

Os prebioticos sdo responsaveis por estimular o crescimento de bactérias
bifidas, devido a fermentacdo no coélon realizadas por estas bactérias. Esta
bioconversdo provoca uma reducdo do pH intestinal e consequente acao
bactericida, restringindo os microrganismos patdgenos e demandando fungédo
anticarcinogénicas (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001). Além disso, o0s prebidticos
proporcionam, ainda, a melhora do sistema imunologico por cooperar com a
renovacao das células epiteliais intestinais, facilitando a absor¢géo de minerais, com
destaque para o calcio, magnésio, zinco e ferro (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001).

PASSERON et al. (2006) avaliaram a manifestacdo de dermatite atopica a
partir do uso dos simbioticos e prebidticos em criancas de dois anos ou mais. As
criancas foram divididas em dois grupos, sendo o primeiro grupo acometido a doses
de simbidticos e 0 segundo a prebidticos. O monitoramento de ambos 0s grupos foi
feito com a pontuacdo da doenca antes e depois da pesquisa. Concluiram que
houve diminuicdo das manifestacdes da dermatite, tanto para os simbiéticos quanto
para os prebidticos, tendo em vista que, antes do tratamento, o grupo simbidtico
apresentou a pontuagcao de 39,1 e apos 3 meses a pontuacao foi reduzida para
20,7. Todavia, o grupo prebidtico teve pontuagéo reduzida de 39,3 para 24,0, ao

final dos 3 meses de tratamento.
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SECAO IV - BIOPRODUTOS FERMENTATIVOS

2.13 Bioprodutos formados pelos processos fermentativos

As bioconversdes dos processos fermentativos ocorrem quando 0s
microrganismos metabolizam o0s substratos em produtos de interesse, e
dependendo da via metabdlica (primaria), ha maior producdo de bioetanol.
Contudo, na sequéncia das reacdes enzimaticas das rotas metabdlicas
alternativas, pode aparecer a formagao de compostos secundarios, 0s quais podem
ou ndo ser de interesse. Estes compostos estdo diretos ou indiretamente
relacionados com a adaptacéo e sobrevivéncia dos microrganismos empregados
ao meio de cultivo (BORZANI et al., 2001; HASHIZUME, 2001; LIMA et al., 2001).

A exemplo, tm-se como compostos secundarios ou subprodutos, os acidos
organicos, biomassa microbiana e galacto-oligosacarideo (EVANGELISTA, 2000;
BORZANI et al., 2001; HASHIZUME, 2001; LIMA et al., 2001; SACHS, 2001; GAVA,
2002; SPINOSA, 2002; HADIYANTO et al., 2014; MAESTRE, 2017; MAESTRE,
2018a; MAESTRE, 2018; PASSOS, 2018).

2.13.1 Bioetanol

Sabe-se que combustiveis oriundos de petr6leo dominam o consumo
mundial, nessa perspectiva, a busca por alternativas sustentaveis para sua
substituicdo é constante e imediata, devido aos impactos ambientais causados
pelos combustiveis fosseis (NIKOLIC et al., 2010).

Dessa forma, o bioetanol de segunda geracao pode ser utilizado como uma
fonte alternativa de biocombustiveis, especialmente considerando seu baixo custo
de producdo em comparagdo aos combustiveis fosseis e a possibilidade de ser
obtido por diferentes fontes naturais (CALDEIRAO et al., 2016).

Entretanto, ainda ha fatores impulsionantes na economia global que tornam
necessaria a elevacao da producao de biocombustivel (bioetanol), um deles, refere-
se ao alerta mundial sobre a escassez futura de combustiveis de origem fossil, a
qual foi estimada com uma duracdo maxima de 40 a 50 anos. Atrelado a essa

deficiéncia energética de combustiveis fosseis, ha também o apelo das instituicbes
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governamentais quanto a reducdo da poluicdo ambiental e aguecimento global,
fatores estes, que tem impulsionado o mercado na busca por combustiveis de
natureza nao poluente, como é o caso do bioetanol (MAESTRE, 2018).

Nessa vertente, HEGDE et al. (2018) destacam que o processamento de
alimentos produz quantidades consideraveis de residuos ricos em nutrientes e,
embora parte destes residuos ja seja utilizada para produzir produtos de valor
agregado, a maioria ainda é descartada. Entdo, apresentar viabilidade de producéo
de A&lcoois, principalmente etanol e butanol, seguido de metanol, a serem
empregados como combustiveis e solventes industriais € uma alternativa viavel de
utilizagd@o destes residuos alimentares para a industria.

Em dezembro de 2017, o entdo presidente do Brasil, Michel Temer,
sancionou a lei que estabeleceu o programa RenovaBio, no intuito de impulsionar
0 uso de biocombustiveis no pais. A origem desta lei se deu por meio do
compromisso do Brasil de "descarbonizar" ainda mais sua matriz energética,
conforme acordado firmado na conferéncia climética de Paris (COP21). O Brasil se
comprometeu, até 2030, uma reducédo de 43 % nas emissdes de gases de efeito
estufa, frente ao que era gerado no ano de 2005, e também incrementar uma
participacdo de 45 % de energias renovaveis na matriz energética do pais, sendo
0s biocombustiveis responsaveis por 18 % deste total (BAKKER, 2018).

Assim, visando a producédo de biocombustivel, bioetanol, as matérias-primas
lacteas tém se mostrado uma opc¢ao inovadora, por ser um processo benéfico de
reutilizacéo e biorremediacdo desses subprodutos industriais altamente poluidores.
Esse tratamento alternativo resultaria na reducdo dos custos decorrentes da
necessidade de processos de tratamento de efluentes complexos e de custo
intensivo necessario para o descarte (KARGI & OZMIHCI, 2006; CHENG &
TIMILSINA, 2011; SANSONETTI et al., 2011; GABARDO et al., 2014; GABARDO
et al., 2015; GABARDO et al., 2016; MAESTRE, 2017).

Diante disso, a bioconverséo do permeado de soro de queijo desproteinizado
em bioetanol é desejavel, pois a matéria-prima a ser utilizada € secundaria, ou até
mesmo residual do processamento da industria de laticinio, € gerada em volume
elevado, e ndo compromete a producdo principal de produtos do portfélio de
lacteos, podendo ser direcionada para a producédo de biocombustivel em grande
escala. Compactuando desta forma com o predito acima, ha o aumento da

producao de biocombustivel sem danificar o meio ambiente, e o0 aproveitamento da
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matéria-prima na integralidade, ou seja, emissao zero de residuos (MAESTRE,
2018).

2.13.1.1 Pesquisas relacionadas a obtencédo de bioetanol

BACH et al. (2014) avaliaram a producdo de bioetanol de soro de leite
in natura a partir da levedura S. cerevisiae. Em 59 h de fermentacdo a 28 °C,
100 rpm, 0,05 % de enzima lactase, 65 g L ! de sacarose e pH = 6, produziu-se
6,41 % (v/v) de bioetanol.

GABARDO et al. (2014) avaliaram a bioconversdo de permeado em
bioetanol pela K. marxianus. O melhor ensaio gerou 1,15 g L'*h! de produtividade
em bioetanol, sendo desenvolvido a 30 °C, pH 7,0, 150 rpm com permeado a
60 g L%, extrato de levedura 3 g L' e peptona bacterioldgica 5 g L. Contudo,
seguidamente, desenvolveu-se um fermentado em biorreator de leito fluidizado,
com células imobilizadas em alginato de calcio nas mesmas condicdes
experimentais (30 °C, pH 7,0, 60gL? permeado), obtendo uma maior
produtividade em bietanol, 2,53 gL 'h !, demonstrando assim, potencial de
utilizacdo em biorreator de leito fluidizado, com células imobilizadas em alginato de
célcio.

FERREIRA et al. (2015) investigaram a otimizagéo da produgéo de bioetanol
a partir de uma mistura de bagaco de cana e soro de ricota pela levedura
termotolerante K. marxianus. Os resultados permitiram concluir que o ensaio a 39,2
°C, pH 5,05 e 65 rpm foi o melhor em termo de rendimento de bioetanol 49,65 g L™,
com concentracdo de celulase de 20,50 FPU e 80 g L™ de biomassa celulosica.
Evidenciando assim, potencial de aplicacdo promissora para producéo de bioetanol
de 22 geracdo a partir da mistura, ao comparar com a producdo apenas oriunda do
bagaco de cana.

GABARDO et al. (2016) produziram bioetanol em biorreatores de leito
fluidizado empregando a levedura industrial S. cerevisiae e a nédo industrial K.
marxianus, a partir de soro e permeado de soro de queijo desproteinizado de leite.
Ambas leveduras produziram bioetanol nos dois substratos, contudo, para a
K. marxianus, a formacéo foi de 79,1 g Lt em 50 h de fermentacdo em permeado.
Segundo os autores, a K. marxianus apresentou-se mais eficiente quando

comparada com a S. cerevisiae nos dois substratos utilizados, devido a auséncia
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da etapa hidrolitica da lactose, destacando o potencial exploravel desta levedura,
visando uso industrial.

O processo hidrolitico do soro e permeado de soro de queijo desproteinizado
de leite foi analisado por GENNARI et al. (2016), que avaliaram duas enzimas
B - galactosidase provenientes de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis,
variando a concentracdo de enzima e a temperatura. Pelos resultados, pode-se
concluir que a enzima oriunda do fungo A. oryzae, independente da concentracao,
em 12 h de processo a 55 °C, hidrolisou por completo o substrato. Enquanto a
hidrélise desenvolvida pela enzima provinda da levedura K. lactis a 10 °C, foi mais
eficiente, mesmo nao hidrolisando o substrato por completo.

Nessa perspectiva, é possivel verificar a viabilidade econémica e sustentavel
para empregar o permeado de soro de queijo desproteinizado como matéria-prima
fermentativa em processos biotecnolégicos. Uma vez que, além de ser um
subproduto altamente poluente, apresenta composigcao rica em fonte de carbono

possuindo diversas aplicabilidades em processos fermentativos.

2.14 Subprodutos fermentativos

2.14.1 Biomassa microbiana

A crescente demanda mundial por alimentos e proteinas alimentares,
principalmente em paises subdesenvolvidos estimulou nos ultimos anos a busca
por fontes de proteina ndo convencionais, seja para consumo humano ou
alimentagdo animal. Dessa forma, devido as projec¢des oficiais divulgadas a acerca
do montante populacional a ser atingido em 2050, em torno de 9,8 bilhdes de
individuos (UN DESA, 2017), faz-se necessario um aumento na eficiéncia
energética dos alimentos em 60 % em relacdo aos niveis atuais para que seja
possivel atender a demanda deste novo numero populacional (ONUBR, 2018).

Uma das fontes néo convencionais de proteina é a de origem microbiana. O
termo proteinas celulares ou unicelulares (single cell protein - SCP) surgiu na
década de 1960 para especificar a biomassa microbiana produzida por
fermentacéo, e segundo o Instituto de Tecnologia de Massachusetts, refere-se as
células secas de microrganismos unicelulares comestiveis, tais como leveduras,

fungos, bactérias e microalgas, cultivados em sistemas de cultura em larga escala
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para uso como fontes de proteina em alimentos para humanos ou ra¢des animais
(SCRIMSHAW, 1968).

As tecnologias de producdo de SCP de leveduras surgiram como forma
promissora para resolver o problema da escassez mundial de proteinas (ASHY et
al., 1982). E, no decorrer dos anos, elas evoluiram para os processos de
bioconversdo de subprodutos de baixo valor (residuos) em produtos com valor
nutricional e preco de mercado elevado (UGALDE & CASTRILLO, 2002).

Outros termos como biomassa microbiana, biomassa celular e proteina de
biomassa microbiana séo utilizados atualmente para se referir as proteinas ou aos
concentrados proteicos obtidos de células microbianas.

A proteina microbiana pode ser consumida diretamente, ou seja, célula
intacta, particularmente em formulacdes para alimentacdo animal, ou pode ser
lisada, e suas partes internas e externas extraidas e processadas. Nesse caso,
pode ser utilizada como um ingrediente ou um substituto para alimentos ricos em
proteinas, adequados tanto para consumo humano ou como ra¢do animal, ou na
forma de suplementos, aditivos (intensificadores de sabor) e agentes que fornecem
textura (UGALDE & CASTRILLO, 2002).

A producdo de biomassa microbiana tornou-se desejavel por apresentar
rapido crescimento do microrganismo, ou seja, extraordinaria capacidade de
reproducédo em curto espacgo de tempo, a exemplo, algas: 2—6 h, leveduras: 1-3 h,
bactérias: 0,5-2 h; possibilidade de uso de um nimero diversificado de substratos
e alimentos ndo consumidos pelo homem, realizando a reciclagem e contribuindo
com a preservacao do meio ambiente; e elevado teor de proteina, podendo chegar
a 30 a 70 % do contetido microbiano dissecado (ARAUJO et al., 2009; NASSERI
et al., 2011).

Além do perfil de aminoacidos, muitos microrganismos SCP tém geralmente
gualidade nutricional consideravel e comparavel a um ovo de galinha; além disso
podem ser processados continuidade independente das variagbes sazonais e
climaticas, e podem ser facilmente protegidos de eventos climaticos extremos, pois
sua producdo ocorre em bioreatores; independem da luz para crescer quando
oriundas de microrganismo, ao contrario das algas onde se faz necessario 0 uso
de luz 24 horas por dia; ainda como vantagem, a producdo de SPC tém a
possibilidade de controle da composi¢cédo nutricional por meio de manipulacdes
genéticas e ambientais (ARAUJO et al., 2009; NASSERI et al., 2011).
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Diante do exposto, paises em desenvolvimento, como é o caso do Brasil,
sdo favoraveis para a producdo de biomassa microbiana, pois sdo ricos em
residuos agroindustriais, tais como residuos do processamento de lacteos, o soro
de leite e permeado de soro de queijo desproteinizado, 0s quais se utilizados no
cultivo de microrganismos podem ser uma alternativa viavel para bioconversédo em
biomassa microbiana rica em proteinas, reduzindo em torno de 90-95 % dos seus
constituintes em termos de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) (GRUBB &
MAWSON, 1988), e resultando em bio-ingredientes de alto valor agregado para a
industria de alimentos (BELEM et al.,1997).

2.14.1.1 Pesquisas relacionadas a producao de biomassa microbiana

MULLER (2006) verificou o crescimento da S. boulardii em shaker
empregando glicose como substrato, na temperatura de 30 °C, pH 3,0 e agitacéo
de 200 min~t. O autor obteve 3,90 g L de producdo celular, com velocidade
especifica de crescimento de 0,35 h, produtividade 0,32 g L' h! e converséo de
substrato em células 0,41 g g. Diante disso, concluiu que é possivel cultivar a
levedura com a premissa de obter biomassa celular.

Em outro estudo, MULLER et al. (2007) avaliaram o crescimento da
S. boulardii por dois fermentadores diferentes, agitador orbital tipo shaker e air-lift,
empregando como substrato glicose, a 30 °C. No fermentador, a rotacdo foi
estabelecida em 200 min, enquanto no fermentador do tipo air-lift foram testadas
duas vazdes de oxigénio, 1,0 e 1,5 vwvm. Os autores indicaram que nao houve
diferenca significativa quanto a produtividade entre os dois sistemas. Entretanto, os
autores perceberam que, quando a aeracao foi alterada de 1,0 para 1,5vvm, a
velocidade especifica de crescimento aumentou, e desta forma concluiram que a
insercao de oxigénio no meio (relagéo da oxigenacao) € um fator fundamental para
o crescimento da S. boulardii.

A producdo de biomassa microbiana probidtica também foi estudada por
KITAMURA (2013) em substrato melaco de cana-de-agUcar enriquecido com
selénio a partir da S. boulardii por fermentacdo submersa. O cultivo foi
suplementado com 40 g L “* de glicose, 12 g L ! de extrato de levedura e 50 g L
de melaco de cana, seguido de alimentagéo, a cada 4 h com 100 g L de melago

de cana. Em 10 h de cultivo, a biomassa seca foi de 13,18 g L * com produtividade
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de 1,32 gL *h!. O autor concluiu que o uso adicional de selénio favoreceu o
crescimento celular, evidenciando o potencial de aplicac&o visando a obtencéo da
biomassa proteica.

ASSUNCAO (2014) estudou a formacdo de biomassa microbiana com as
leveduras S. cerevisiae e S. boulardii em meio contendo permeado de soro de
queijo desproteinizado a 150 g L™ (lactose hidrolisada), suplementado com sulfato
de amébnio, sulfato de magnésio e fosfato monobasico de potassio, a 30 °C e
100 rpm. A levedura S. boulardii destacou-se na produc¢éo da proteina microbiana,
pois em 24 h de fermentagdo a pH 5,5, produziu 22,85 g L', enquanto que com a
S. cerevisiae, obteve-se 14,22 g L' em 26 h a pH 4,0.

ASSUNCAO (2014), ainda, avaliou a reduc&o do teor poluidor com base na
demanda quimica e bioquimica de oxigénio do permeado, ap0s o processo de
fermentacdo alcodlica. Os resultados permitiram concluir que a producdo de
biomassa com permeado de soro de queijo desproteinizado reduziu a DQO e DBO
em 69,31 e 97,19 % para a S. cerevisiae, assim como também reduziu 97,67 e
99,53 % para a levedura S. boulardii, respectivamente. Demonstrando, dessa
forma, que o efluente gerado apds os processos fermentativos podem ser trataveis
e com reducao de custos.

ESPINOSA-GONZALEZ et al. (2014) vislumbraram a conversdo de
permeado de soro de queijo desproteinizado em biomassa celular e lipideos por
microalgas utilizando a espécie Chlorella protothecoides em sistema descontinuo.
Em 24 h de fermentacdo a 30 °C e 200 rpm, foram obtidos 9,10 g L'* de biomassa
celular, apresentando 42 % de lipideos totais (base seca), proporcionando assim,
competéncia para aplicacdes biotecnoldgicas.

YADAV et al. (2014) avaliaram o potencial de producdo de proteina
microbiana e remocéo de carga organica apos os cultivos mistos pelas leveduras
K. marxianus e Candida krusei em soro de leite. A produtividade méaxima de
proteina microbiana foi obtida apos 24 h, sendo 0,38 g L'! h, com remocéo de
DQO de 34 % em 6 h. Neste estudo, os autores comprovaram que € possivel
empregar cultivos mistos com o intuito de obter melhor eficiéncia na remocao de
carga organica em temperaturas maiores que 40 °C e pH baixos, como 3,5.

NADAI (2015) e TRIGUEROS et al. (2016) também estudaram o uso da
levedura probidtica S. boulardii visando a producdo de biomassa microbiana

probidtica, em sistema descontinuo com meio de cultivo formulado com permeado
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de soro de queijo desproteinizado de leite e sais, nas mesmas condigdes
processuais a 30 °C, pH 5,5 e 100 rpm. NADAI (2015) atingiu a maior producéo,
40,06 g L, no ensaio com 180 g L ! de permeado em 24 h, enquanto TRIGUEROS
et al. (2016), em 24 h e com concentracdo de permeado de 145 g L™, obtiveram
10g L' de biomassa microbiana. Diante do explanado, ambos os estudos
apontaram potencial para producdo de biomassa microbiana probidtica de
S. boularii a partir deste subproduto, sendo esta uma possivel aplicacédo lucrativa
para industrias geradoras deste residuo.

YADAYV et al. (2015) também analisaram a biotransformacdo do soro de
gueijo pela K. marxianus em bioproteinas, denominadas por proteinas funcionais,
e seus peptideos. Os autores constataram que é cabivel a produgcdo de
bioproteinas, devido as vantagens apresentadas pelo processo, tanto de aplicar o
residuo quanto pela producédo das proteinas funcionais.

TRIGUEROS et al. (2016) avaliaram a otimizacao do cultivo de S. boulardii
em meio composto por permeado de soro de queijo desproteinizado hidrolisado
suplementado com sais inorganicos, sendo que o crescimento microbiano foi
avaliado a 30 °C, 100 rpm por 30 h. Segundo os autores, os resultados mostraram
gue a faixa 6tima de pH para esta levedura é de 4,5 a 5,5, e arazdo C:N deve estar
entre 8 e 20, favorecendo assim, a obtencdo de maiores taxas de crescimento, por
conseguinte, maior quantidade de biomassa microbiana probidtica.

Diante do explanado, verifica-se que as mais variadas matérias-primas
podem ser empregadas em processos biotecnolégicos almejando a producéao de
biomassa microbiana. Ainda, possibilitando que as industrias geradoras de
residuos e/ou efluentes tenham alternativas viaveis de biotransformacdo e

aplicacao destes residuos.

2.14.2 Acidos organicos

A producao de acidos organicos diferentemente do bioetanol € considerada
recente, pois estes processos vém sendo desenvolvidos a pouco mais de cem
anos. Sendo registrado em 1881, a primeira industria em larga escala para
producdo de lactato de célcio empregando bactérias foi em Massachusetts nos

Estados Unidos. Este lactato era submetido a fermenta¢cées com fungos do género

67



Citromyces, atualmente conhecido por Penicilium, para formag¢do do acido citrico
(PENNA et al., 2001).

Dessa forma, para PENNA et al. (2001), acidos organicos também sédo
conhecidos como acidos carboxilicos, e devem ser produzidos visando a escala
industrial, devido as possibilidades de desenvolvimento, sendo assim,
comercializados como &cidos ou sais de acidos.

As fermentacbes que almejam a formacdo dos mais diversos acidos
organicos podem ser realizadas com ou sem agitacdo, fermentacdo estatica ou
submersa, tanto com leveduras quanto com fungos, bem como a partir de
substratos fermentativos variados (MAESTRE, 2018).

No caso da producédo de acido acético, alguns cuidados processuais sédo
fundamentais para um rendimento satisfatério, tais como a escolha correta do tipo
de processo fermentativo a ser empregado, tempo de fermentacédo, excesso ou
caréncia de nutrientes, natureza da matéria-prima, embalagens adequadas,
presenca de contaminantes na fase de producéo, acabamento e armazenamento
do acido acético obtido (PALMA et al., 2001; SACHS, 2001; SPINOSA, 2002;
MAESTRE, 2017). Estes cuidados devem ser realizados na formacéo de todos os
acidos organicos (MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019).

2.14.2.1 Pesquisas relacionadas a aplicacdo e formacao de acidos organicos

Para SILVA et al. (2008), a utilizacdo de acidos organicos, como os acidos
ascorbico, citrico, latico e fumarico, na alimentacdo animal tem se mostrado viavel,
visando o controle bacteriolégico na alimenta¢gdo animal. Como demonstrado pelos
testes em que realizaram adicdo destes acidos organicos as racdes, 0s autores
perceberam que as tilapias do Nilo consumiram normalmente as ra¢des, obtiveram
ganho de peso, conversao alimentar aparente, taxa de eficiéncia proteica e taxa de
sobrevivéncia de acordo com a normalidade.

LUSTRATO et al. (2013) almejaram a reciclagem do soro de leite para a
bioconverséo de acido acético, com a premissa de aplicar este produto na nutricdo
de vacas leiteiras. Ao final da fermentacéo acética (segunda etapa fermentativa), o
teor de acido acético foi de 8,70 g L'X. Os autores relataram que, pelos processos

de producéo de fermentado acético de soro de leite, foi possivel disponibilizar uma
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fonte alimentar alternativa para ruminantes, devido a sua estabilidade unida a sua
palatabilidade e ao valor nutritivo do fermentado.

No estudo de LOSER et al. (2013), foi avaliada a producéo de acetato de
etila com a levedura K. marxianus DSM 5422, aproveitando soro de leite como
substrato. Especificamente, analisaram o efeito que o ferro, biocatalisador da
sintese de ésteres, no crescimento do microrganismo, ja que ele é requerido.
Contudo, ferro em elevadas concentracdes pode inibir a formacdo do produto de
interesse (acetato de etila). Os autores concluiram que nas maiores concentracdes
ferro, a formacdo do solvente ndo era satisfatoria, ja nas menores concentracoes,
o crescimento da levedura era limitado reduzindo o processo de sintese.

SPINOSA et al. (2015) desenvolveram um fermentado alcodlico de arroz
(Oryza sativa L.) com o intuito de produzir acido acético pelo método submerso com
a bactéria Acetobacter sp. Para tanto, os autores oxidaram uma solucédo alcodlica
de 6,28 % (p/v) de etanol a 30 °C numa vinagreira (Frings Alemanha) por 10 dias.
Ao final deste periodo, foi detectada formacéo de 61,50 g L™ de &cido acético, e
ainda, composicao de acidos organicos, tais como &cido cis-aconitico, acido
maleico, acido trans-aconitico, &cido latico, &cido férmico, acido oxalico, &cido
fumarico e acido itaconico.

GUNESER et al. (2016) avaliaram a formagao de metabalitos volateis a partir
de matérias-primas residuais industriais, tais como soro de leite, polpas de tomates,
uva e pimentdes. O bioetanol foi o produto com maior concentracdo obtida,
principalmente com o substrato soro de leite. Além do bioetanol, foram produzidos
ésteres como acetato de etila, acetato de isoamilico e acetato de fenil-etila, e
alcoois, tais como isoamilico, isoamilacetato, isobutirato de 2- fenil etil, acetato de
feniletil e alcool fenil etilico, e acido isovalérico.

No estudo de BERGAMASCHI & BITTANTE (2018), foi pesquisada a
evolucdo das caracteristicas do sabor de queijos produzidos artesanalmente a
partir do soro, durante o verao nas pastagens alpinas. Os autores constataram que,
durante a fabricacdo do queijo, houve producdo de diversos compostos volateis
como alcoois, aldeidos, ésteres, acidos graxos livres, cetonas, enxofre, terpenos,
fenol, e benzeno, compostos estes, que influenciam diretamente no sabor do
produto desejado.

MARTINEZ et al. (2018) estudaram o uso da fermentacdo em estado sélido

para produzir compostos aromaticos analogos a frutas, a partir da mistura de

69



bagaco de cana-de-agucar com melago de agucar de beterraba, visando aumentar
a producéo e seletividade dos ésteres formados.

Por fim, fica evidente o nicho de produtos e aplicabilidades tecnolégicas com
as matérias-primas lacteas entre outras, a fim de produzir acidos latico, formico,
propidnico e butirico, ou compostos volateis. Estes produtos sdo demandados para
aplicacdes diversas, tais como em cosméticos, medicamentos, bebidas,

conservacédo de alimentos e industria quimica (MAESTRE, 2019).

2.14.3 Galacto-oligosacarideo

Pela reacdo de transgalactosilacdo de substratos ricos em lactose pela
enzima [-galactosidase, popularmente conhecida como lactase, tém-se o0s
galacto- oligossacarideos (GOS). Estes sdo um dos principais probioticos
pertencentes a classe dos oligossacarideos (GREENBERG & MAHONEY, 1983;
RUSTOM et al., 1998; MARTINS & BURKERT, 2009; BASSETO et al., 2014).

Os GOS sao constituidos por moléculas de galactose ligadas a glicose,
variando suas estruturas quimicas de tri a decassacarideos com 2 a 9 unidades de
galactose (LI et al.,, 2008). Além disso, podem apresentar distincbes na
composicao, regioquimica, ligacdo glicosidica e grau de polimerizagdo (FAI &
PASTORE, 2015).

A producéo deste oligossacarideo se da pela reacédo de transgalactosilacao.
Contudo, esta reacdo nao é prioritaria no processo de ruptura da lactose, e sim, ha
uma competicdo entre as duas reacdes, a transgalactosilacédo e a hidrolise. Assim,
além da formacado de GOS, ha liberagcdo de monossacarideos, glicose e galactose
ao mosto (TORRES et al., 2010).

Deste modo, o mecanismo da reacéo de transgalactosilagdo ocorre em duas
etapas, a primeira pela formacdo do complexo enzima-galactosil com liberagcao
simultdnea de glicose. Seguidamente, o complexo anteriormente formado €
transferido para um aceptor com grupo hidroxil. Nesta fase, & imprescindivel ao
processo que a concentracado de lactose seja elevada, uma vez que, caso iSSo nao
ocorra, a molécula de agua sera favorecida como aceptor, advindo entdo a
liberacdo de galactose e ndo de GOS (TORRES et al.,, 2010; GOSLING et al.,
2011).
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Nesta vertente, tém-se oligossacarideos (probidticos), como fibras né&o
digeriveis, que podem ser encontrados naturalmente em alimentos, tais como leite,
mel, frutas ou ainda, ser obtido de modo enzimatico, reacdo quimica ou
fermentagdo microbiana (MUSSATO & MANCILHA, 2007; JOVANOVIC-
MALINOVSKA et al., 2014; DWIVEDI et al., 2014; GARCIA-CAYUELA et al., 2013;
FAI & PASTORE, 2015).

De acordo com alguns estudos (MUSSATO & MANCILHA, 2007,
JOVANOVIC-MALINOVSKA et al., 2014; DWIVEDI et al., 2014; GARCIA-
CAYUELA etal., 2013; FAlI & PASTORE, 2015), dentre os prebiédticos, os GOS tém
se destacado ao vislumbrarem aplicagdes industriais.

2.14.3.1 Pesquisas relacionadas a obtencao de galacto-oligossacarideo

PADILLA et al. (2015) utlizaram permeado de soro de queijo
desproteinizado para a obtencéo de oligossacarideos de lactose, pela isomerizacdo
de transgalactosilacdo a partir da enzima p-galactosidase oriunda de K. lactis. Os
resultados evidenciaram a producdo de 50 g100g ! de carboidratos totais,
correspondendo a 322 g de prebiéticos por kg de PSQD em 6 h de reac¢éao, a 50 °C,
pH 6,5 e PSQD 250 g L L. Este potencial de biotransformac¢&o agucou o interesse
da industria alimentar, diante da disponibilidade de aplicabilidade do permeado na
formacao de novos produtos.

HUGO et al. (2016) estudaram a obtencdo de biomassa microbiana de
Lactobacillus plantarum, pela bioconversdo do PSQD em galacto-oligossacarideos
como meio de cultivo, a 37°C, pH 4,5, 150rpm e 10g enzima do tipo
- galactosidase. Os autores constataram como eficiente a produtividade de
proteina celular empregando este subproduto e a bactéria ndo patogénica,
destacando a maior producéo de 27,40 g por cada 100 g de lactose.

A producéo de GOS também foi estudada a partir da hidrélise da lactose do
soro de leite utilizando a B-galactosidase (origem da K. lactis) na forma imobilizada
por VASILEVA et al. (2016). Os autores obtiveram atividade enziméatica de 13,6 U
em processo hidrolitico a 40 °C, pH 6,8 e 10 h e concluiram que a reacéo hidrolitica
na condi¢cdo imobilizada foi 16 vezes mais eficiente ao comparar com a hidrolise

enzimatica tradicional.
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PASSOS (2018) estudou a producdo de simbidtico, constituido por galacto-
oligossacarideo (GOS) e S. boulardii, utilizando o residuo lacteo PSQD como
matéria-prima, a partir de processo combinado de hidrélise e fermentacdo. Nesta
pesquisa, 0 autor constatou que a melhor condi¢cao para producéo tanto de GOS
(262,13 g L) quanto de crescimento celular (2,50.108 células viaveis mL™?) foi na
condicado de 29 °C, 0,055 % de enzima lactase oriunda do fungo Aspergillus oryzae,
350 g L de lactose, pH 5,5, triptona de soja, aeragdo e agitacdo como modo de
insercao de oxigénio e adicdo da levedura probiotica apds 6 h de hidrdlise.

VERA et al. (2020) indicaram que a enzima B-galactosidase tem destaque
entre as enzimas com aplicacao industrial. Seu principal uso esta relacionado a
producéo de lactose baixa, auséncia de lactose ou produtos lacteos. Na atualidade,
tem sido empregada como catalisador nas reacbes de transgalactosilacao,
auxiliando na sintese de oligossacarideos de alto valor agregado.

Para tanto, salienta-se o potencial para producdo de GOS a partir de um

subproduto industrial de baixo valor agregado, o PSQD.

SECAO V - ESTADO DA ARTE

2.15 Biorrefinaria - Motivagcao e concepcao

O bioetanol emergiu nos ultimos anos como uma questdo de extrema
importancia na politica energética em todo o mundo. Veio para atender a crescente
demanda de energia e economia sustentavel, que vem sendo exigida pelos mais
diveros orgados governamentais como FAO, USDA (Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos), ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel) e
Bioeconomy Program for Europe. Atualmente, a producdo de bioetanol é um
processo energeticamente eficiente, pesquisas adicionais estdo em andamento
para melhorar sua viabilidade econémica a longo prazo (MOHANTY et al., 2019).

Hoje, mais de 99% de todos os biocombustiveis de primeira geracdo sao
produzidos a partir de culturas comestiveis. No entanto, a viabilidade a longo prazo
desses combustiveis é questionavel, devido a fatores como: (1) o uso de matéria-

prima otimizada para producdo de alimentos, e ndo para producdo de energia,
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resultando em concorréncia direta com o suprimento de alimentos; (2) aumento dos
precos de certas culturas e alimentos devido a rapida expanséo da producao global
de biocombustiveis e, em troca, ao aumento dos custos para a producdo de
biocombustiveis; e (3) a utilizacdo de apenas uma parte da biomassa total da planta
para a producdo de biocombustivel, o que resulta em desperdicio, ou seja, a
ineficiéncia no uso da terra e ineficacia de energia e/ou geracéo de gases de efeito
estufa desnecessarios (TO et al., 2014).

A poluicdo ambiental, a geracao de residuos e a utilizacdo de combustiveis
fosseis tém feito a sociedade repensar e buscar por alternativas de producao,
tecnologias e inovacdo tecnoldgicas com a premissa de aplicar os recursos de
maneira consciente, sustentavel e integrada.

Assim, com novos estudos a definicdo de biorreinaria antes quase que
exclusiva de bioetanol de segunda geracdo, ou seja, oriunda de biomassas
agroindustriais, passou por evolugcdes e tomou novas formas e inclusbes de
conceitos, e para DRAGONE et al. (2020) hoje as biorrefinarias almejam a
valorizacao dos processos pelas inovacdes e estratégias em um amplo espectro de
produtos, para a implementacdo de economia sustentavel, ambientalmente
amigaveis e economicamente viaveis a partir de biotransformagdes visando escala
industrial.

O desenho de conceitos integrados de biorrefinaria busca uma abordagem
consolidada para valorizar todos os possiveis fluxos de residuos e subprodutos sob
0 conceito de economia circular, e ndo somente mais biomassas, mas sim qualquer
tipo de residuos que possa ser biotransformado. De acordo com isso, é pré-
requisito para direcionar a formulagdo de varios produtos em uma Unica vez para
garantir processos sustentaveis (LAPPA et al., 2019).

Subprodutos e residuos agroindustriais podem ser transformados em
compostos valiosos em biorrefinarias. Em trabalho recente publicado em 27 de abril
de 2020, PENDON et al. (2020) apresentaram como alternativa promissora a
producdo de bioetanol combustivel, proteina de soro de leite e leveduras
probidticas a partir de soro de queijo. Uma triagem inicial em condicdes
industrialmente relevantes, envolvendo trinta cepas de Kluyveromyces marxianus,
foi realizada usando ensaios pontuais para avaliar sua capacidade de crescer em
soro de queijo ou em soro de leite permeado. Quatro linhagens de K. marxianus

apresentaram melhor crescimento e foram selecionadas e posteriormente
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avaliadas em um processo de fermentacdo industrial em “miniatura”’, usando
permeado de soro de queijo reconstituido (com reciclagem de células). Apds cinco
ciclos consecutivos de fermentacéo, o rendimento de bioetanol atingiu 90 % do
maximo tedrico nos melhores casos, com viabilidade celular de 90 %. As células
colhidas neste momento apresentaram propriedades probidticas, como capacidade
de sobreviver a passagem pelo trato gastrointestinal e capacidade para modular a
resposta imune inata do epitélio intestinal, ambas in vitro. Além disso, a cepa
CIDCA 9121 foi capaz de proteger contra danos histopatoldégicos em um modelo
animal de colite aguda. As descobertas da equipe demonstram que K. marxianus
CIDCA 9121 foi capaz de fermentar eficientemente a lactose presente no PSQD
em bioetanol e que a biomassa de levedura residual possui propriedades
probidticas, permitindo um processo integrado para a obtencdo de proteinas de
soro de leite, biocombustivel e probiéticos.

HAN et al. (2019) avaliaram a producdo de biocombustiveis, produtos
guimicos e nutracéuticos de forma sustentavel a partir de fontes renovaveis por vias
bioldgicas. Os autores indicaram que a inovacao da atualidade é compreender o
metabolismo celular e os ciclos bioquimicos dos microrganismos, viabilizando
assim, os bioprocessos e reacfes de hidrélise de modo sustentavel. Contudo,
salientaram a necessidade de estudos a cerca deste fato, destacando a escassez
de estudos relacionados ao metabolismo microbiano.

Buscando um processo autossustentavel, HE et al. (2019) estudaram o
emprego de suinos doentes como substrato para fermentacdo anaerobica na
producao de biohidrogénio e biometano. Com o estudo, os autores concluiram que
a concentracdo de enzima e o pH influenciaram diretamente no rendimento maximo
de producéo, indicando que o biohidrogénio pode ser produzido em maiores
concentragfes a ser comparado com o biometano no substrato avaliado.

HUA et al. (2018) produziram acido glicdlico por biocatalise de etileno glicol
pela acdo de Gluconabcter oxydans. A aplicabilidade deste substrato se deu por se
tratar de um material biodegradavel por polimeros e com alta qualidade. A
bioproducéo foi considerada promissora devido a reducao dos impactos ambientais
e beneficios do uso desta matéria-prima, pois a tecnologia integrada apresentou-
se com viabilidade e eficiéncia na bioproducdo em escala industrial.

Nesta perspectiva de biorrefinaria e processo sustentavel, uma das

preocupacfes € com os residuos da industria lactea. LAPPA et al. (2019)
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exploraram a utilizacdo do soro de leite em sua totalidade pela integracédo de
biorrefinaria e transicdo da economia circular, implementando um bioprocesso
sustentavel e sem geracdo de residuos, para a conversao de soro de leite em
produtos de alto valor agregado.

Um estudo recente (BEKATOROU et al.,, 2019) relatou a producéo
fermentativa de celulose bacteriana (BC) usando fluxos excedentes de acabamento
de groselha corintia com alto teor de antioxidantes e acUcar, via adi¢ao de fontes
de nitrogénio e soro de queijo (SFC). Metodologia da superficie de resposta foi
utilizada para avaliar as condi¢ces de producao de BC para misturas de SFC, e os
autores concluiram que os resultados 6timos foram alcangados com 50,4 % de
permeado de soro de queijo e 1,7 % de levedura, a pH 6,36. O produto poderia ser
indicando como implemento para formular alimentos com potenciais efeitos
prebiodticos, melhorando assim a funcionalidade do produto final, ndo havendo
assim, disperdicio nas cadeias alimentares.

E notavel que, processos sustentaveis a partir de matérias-primas lacteas na
biotransformacdo e industrializacdo de novos produtos com valor comercial s&o
possiveis de serem implementados e séo rentaveis, de modo a disponibilizar, no
mercado, produtos diversificados (MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019). O conceito
de economia circular, que idealmente permite a reintroducdo de componentes
alimentares de base bioldgica produzidos na cadeia alimentar, empreendendo em
novas abordagens para o desenvolvimento de biorrefinaria, considerando também
os pilares fundamentais da economia, sociedade, e meio ambiente, ou seja, em,
um processo completo em que o permeado soro de queijo desproteinizado € o
protagonista e pode justamente compactuar para a producdo destes produtos
diversificados, resultando na producdo de bioetanol, pré (GOS), probioticos
(levedura) e simbidticos (GOS e levedura), SPC, levedura in natura, lisada,
inativada etc., na formulac&o de suplementos nutricionais, alimentos ou agentes de
encapsulagdo com maior inclusdo nos alimentos tanto para humanos quanto
animais, o que faz com que ao final os produtos gerados tenham maior valor

econdémico, que o permeado de soro de queijo bruto.
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2.16 Justificativa da pesquisa

Devido ao potencial de aplicacdes da levedura K. marxianus em matérias-
primas lacteas, salienta-se que a inovacao desta pesquisa consiste no uso de
tecnologia integrada, pois ndo ha relatos na literatura referente a producéo destes
produtos (bioetanol, &cidos organicos, biomassa microbiana e galacto-
oligosacarideo) em um mesmo bioprocesso, destacando apenas a bioconversao
na formacédo de bioetanol e biomassa por esta levedura.

Cabe ressaltar que a matéria-prima utilizada é um subproduto de baixo valor
agregado e com irriséria aplicabilidade comercial. Para tanto, o desenvolvimento
de bioconversdes disponibiliza novos nichos ao mercado, possibilitando ampliagcédo
do portfélio de produtos industriais, bem como, das industrias ja existentes, gerando
empregos e participando do novo modelo preconizado pela sociedade para o
segmento industrial. Este modelo visa o desenvolvimento de processos
autossustentaveis, com emissao zero de residuos, denominados por processos
eco-friendly, no qual, a matéria-prima € aplicada de forma integra nos diversos
sistemas de biotransformacédo, constituindo assim, uma biorrefinaria pelos
potenciais de aplicacoes.

Além disso, esta pesquisa compactua com o que foi preconizado pelo Brasil
ao que refere-se ao comprometimento em reduzir as emissfes domésticas de
gases de efeito estufa em 37 % até 2025 e em 43 % até 2030, com base nos niveis

de 2005, aumentando a producdo de combustiveis renovaveis.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Este capitulo € composto por quatro se¢cdes, sendo que na primeira secao
(1), estdo dispostos o0s procedimentos empregados na execucdo da parte
experimental (processos fermentativos) para ambos o0s planejamentos
experimentais.

Ja a segunda secéo (Il) dispbe os dois delineamentos experimentais, com
as melhores condi¢cdes processuais para a producdo de bioetanol e dos demais
produtos de interesse (acidos organicos, biomassa microbiana e galacto-
oligosacarideo).

Na terceira secdo (lll), sdo apresentadas as técnicas, metodologias,
equipamentos e materiais necessarios para a concretizagdo da pesquisa. E, por
fim, a quarta secdo (IV) exibe o processo de modelagem matematica para 0s
planejamentos experimentais da secéao (ll).

O desenvolvimento da pesquisa se deu no Laboratério de Engenharias
Sustentaveis: Bioprocessos, Separacao e Catalise na Unioeste, Campus Toledo-

Parana.

SECAO | - PROCESSOS FERMENTATIVOS

3.1 Substrato

O substrato empregado nesta pesquisa foi o permeado de soro de queijo
desproteinizado em p6 (embalagens de 1 kg), o qual foi doado gentilmente pela
empresa Sooro Renner Nutricdo S.A., localizada na cidade de Marechal Candido
Rondon, Oeste do Parana. A empresa disponibilizou a especificacao técnica do

produto, conforme Anexo A.
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3.1.1 Caracterizagdo elementar do permeado de soro de queijo

desproteinizado em po6

A caracterizagdo elementar do teor de minerais, como calcio, magnésio,
potassio e sodio, do permeado do soro de queijo foi realizada em equipamento de
Espectrometria por emissdo atdmica por Plasma Acoplado por Inducéo (ICP-OES)
marca Thermo Scientific, modelo ICAP-3600-DUO. O método de digestao foi
efetuado por aquecimento em chapa aquecedora com 4cido nitrico e peroxido de
hidrogénio conforme disposto por JIMENEZ-AGUILAR & GRUSAK (2015), no
laboratério de fisico-quimica da Fundacdo para o Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (FUNDETEC), da cidade de Cascavel, regido Oeste do Parana.

A concentracdo dos demais elementos quimicos presentes no PSQD foi
determinada a partir da técnica analitica de Fluorescéncia de Raios X por Reflex&do
Total (TXRF), a partir de uma fonte de molibdénio incidindo raios X sobre a amostra
com energia de 20 keV durante 500 s, utilizando o equipamento marca Bruker,
modelo S2 PICOFOX no laboratério de andlises analiticas do Grupo de Pesquisa
em Engenharia Quimica da Unioeste de Toledo, conforme ESPINOZA-
QUINONES et al. (2015).

3.1.2 Caracterizacao do permeado de soro de queijo desproteinizado em pé

guanto a demanda quimica e bioquimica de oxigénio

As analises de demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e demanda quimica
de oxigénio (DQO) foram desenvolvidas no laboratério de Limnologia Aplicada, do
Grupo de Pesquisa em Recursos Pesqueiros e Limnologia (GERPEL) da Unioeste,
Campus de Toledo-PR, seguindo a metodologia APHA (2005).

Para a quantificacdo da DBO e DQO, o permeado em po6 foi solubilizado na
concentracéo de 100 g L, enquanto para o permeado liquido ndo houve diluicdo
(este permeado foi empregado na caracterizagao, a titulo de comparacgéo quanto a

DBO e DQO para o subproduto liquido e em po).
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3.2 Microrganismo fermentativo

O microrganismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus, CCT
4086, Referéncia ATCC 46537, a qual foi doada pela industria empresa Sooro
Renner Nutricdo S.A., oriunda da Cole¢ao de Culturas Tropical — Fundacé&o André

Tosello, e encontrava-se na forma liofilizada.

3.3 Producéo de bioetanol e demais produtos de interesse

Para a produgdo de bioetanol, &cidos organicos, biomassa microbiana e
galacto-oligosacarideo se faz necessaria a ativagao celular, seguida de trés etapas
correspondentes as condicbes dos meios de cultura, sendo estas, pré-indculo,

inoculo e, por fim, o cultivo em diferentes condi¢cdes processuais.

3.3.1 Ativacéao celular

A Kluyveromyces marxianus foi obtida na forma liofilizada, sendo ativada em
meio de cultura agar de extrato de malte de levedura (yeast malt extract agar - YMA)
adaptado, composto por 3 g L™ *de extrato de levedura, 5 g L ! de peptona de carne
e 10 g L"! de dextrose, baseado nas orientacdes do fabricante.

O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121 °C por 15 min. Apés
este procedimento, inoculou-se duas alcadas da levedura K. marxianus no meio
YMA. Posteriormente, o meio foi acondicionado em incubadora orbital do tipo
shaker da marca New Lab, modelo NL 161-04 a 100 rpm, na temperatura de 30 °C
por 24 h.

3.3.1.1 Manutencao celular

A levedura foi preservada pelo método de repigue em tubos inclinados, com
composicdo idéntica ao meio de cultura YMA acrescidos de 20 g L ! de &gar, a
30°C por 48 h em estufa de crescimento microbiolégico. Por conseguinte, os tubos
foram armazenados em refrigeradora em temperatura de 4°C. Repiques periédicos

foram realizados em média a cada 45 dias.
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3.3.2 Preparo do pré-inoculo

O meio de cultura denominado de pré-inéculo foi elaborado em frasco de
Erlenmeyer de 500 mL previamente autoclavado (a 121 °C por 15 min), com volume
de meio correspondente a 250 mL, constituido pelos mesmos nutrientes e
condicdes experimentais utilizados na etapa de ativacao celular (item 3.3.1). O meio
foi acondicionado em shaker por aproximadamente 18 h ou até atingir 2.108 nimero

de células viaveis mL™.

3.3.3 Preparo do in6culo

Os inoculos foram preparados com o intuito de eliminar o periodo de
adaptacao dos microrganismos ao meio de cultivo (fase lag) (CARVALHO & SATO,
2001) para producédo de bioetanol e demais produtos. Para tanto, os indculos foram
elaborados em condi¢c6es semelhantes as que foram utilizadas durante os ensaios
fermentativos do item 3.3.4, e compostas pelos nutrientes dos itens 3.3.3.1 e
3.3.3.2.

O PSQD em p6 passou por um processo de reducdo de contaminantes
microbioldgicos, sendo que este ndo deve ser inferior a uma pasteurizacao
(MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019). Assim, o permeado foi pasteurizado pelo
processo lento a 65° C por 30 min (BRASIL, 2002), em estufa de secagem e
esterilizacdo marca Nova Instruments, modelo NI 1514, conforme metodologia de
PARRONDO et al. (2003); MAESTRE (2017); MAESTRE (2018); MAESTRE
(2019).

O meio do inéculo foi previamente esterilizado em autoclave por 15 min a
121 °C, e o pH foi ajustado para 6,0, utilizando solugdes de acido cloridrico 0,1 N e
hidroxido de sodio 0,1 N. Na sequéncia, de acordo com CARVALHO &
SATO (2001), foram adicionados ao in6culo 30 mL de pré-indculo que corresponde
a 10 % do volume total do in6culo, sendo incubado com agitacdo orbital de 100 rpm
a 30 °C, por aproximadamente 12 h ou até atingir 1,15.10% niimero de células

viaveis mL™.
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3.3.3.1 Composi¢cdo nutricional do ind6culo - Planejamento experimental

fatorial 23

De acordo com estudo de MAESTRE (2017), foi preparado o meio do inéculo
constituido por 6 gL* de ureia ((NH2)2CO), 1,5gL? de sulfato de magnésio
(MgSO0a4), 1,5 g L™ de fosfato monobasico de potassio (KH2POa4) e 6 g L™ de extrato
de levedura, acrescido de aproximadamente 88 gL ! de lactose oriunda do

permeado de soro de queijo desproteinizado.

3.3.3.2 Composicao nutricional do inéculo — Delineamento composto central

rotacional

O volume de meio preparado para o inéculo foi de 270 mL. Os meios foram
compostos por aproximadamente 88 g L ~! de lactose (permeado), e nutrientes
adicionais: 1,5gL? de sulfato de magnésio (MgSO4), 1,5gL?! de fosfato
monobasico de potassio (KH2POa) e 12 g L de extrato de levedura, baseado no
estudo de MAESTRE (2017).

3.3.4 Cultivos nas condi¢des processuais

Os cultivos foram desenvolvidos em reatores de vidro com volume Util de
3 L. A tampa do reator contém dois orificios na parte superior, um para a coleta de
amostras por meio de uma seringa acoplada em mangueira de silicone, e outro
orificio para alivio da presséo interna do reator.

Os reatores apresentavam volume de 1800 mL de meio a fermentar, com
concentracdo de lactose, temperatura e pH definidos pelos niveis dos
planejamentos experimentais (secao ).

Para iniciar os cultivos, fez-se a adi¢cdo de 10 % do volume total (CARVALHO
& SATO, 2001) a ser fermentado (2000 mL) de in6culo (200 mL) contendo a
levedura K. marxianus.

Durante os processos fermentativos, fez-se o acompanhamento das
cinéticas pela determinacdo do pH, biomassa microbiana (numero de células
viaveis), proteina microbiana, consumo do substrato, quantificacdo de bioetanol,

acidos organicos e galacto-oligosacarideo, em tempos pré-estabelecidos.
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3.3.4.1 Planejamento experimental fatorial 23

As fermentacgdes foram preparadas com concentragdes variaveis de lactose,
e enriquecida com sais, 6 gL? de ureia ((NH2)2CO), 1,5gL?! de sulfato de
magnésio (MgS0a4), 1,5 g L™ de fosfato monobasico de potassio (KH2PO4) e 6 g L *
de extrato de levedura, sem adicdo de oxigénio dissolvido, incubados a 100 rpm,
por 45 h (MAESTRE, 2017).

3.3.4.2 Delineamento composto central rotacional

Os meios de cultivos foram elaborados baseados em estudos de HULL et al.,
(2014) e MAESTRE (2017), os quais eram composto por 12 g L ! de extrato de
levedura, 1,5 gL* de sulfato de magnésio, 1,5 g L! de fosfato monobasico de
potassio e 6 gotas de soro de queijo (para complementar a suplementacéo
nutricional). Houve adicdo de oxigénio (1 vvm) conforme HULL et al. (2014). Os

cultivos foram incubados em agitacéo orbital a 100 rpm por 58 h.

SECAO Il - DELINEAMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4 Planejamento experimental fatorial 23

O planejamento experimental fatorial 23 com triplicata no ponto central foi
desenvolvido por MAESTRE (2017), para avaliar a influéncia das seguintes
variaveis: temperatura (X1), pH (X2) e concentragédo de lactose (Xs), para a variavel
resposta bioetanol. As amostras foram armazenadas e melhor analisadas quanto a
concentracdo de bioetanol. Quatro ensaios foram repetidos (5, 6, 7 e 8) e novos
produtos formados durante os processos fermentativos, os quais ndo haviam sido
guantificados na etapa do mestrado, foram avaliados, além disso também foi
analisado o comportamento da concentragcdo de lactose presente no permeado.
Isto, se fez necessario, pois estes dados foram utilizados na etapa posterior de

modelagem e otimizacdo do processo. Os niveis e valores reais das variaveis
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averiguadas no planejamento fatorial 23 estdo dispostos nas Tabelas 3.1 e 3.2,
respectivamente. Em que, possui como variaveis de resposta a concentracdo de
bioetanol (g L%, v/iv) (Y1) e biomassa celular (g L) (Y2), e os interceptos,
representam a Equacdo do modelo polinomial (3.1), obtidos a partir das variaveis
reais durante a analise estatistica realizada pelo Software STATISTICA™ (verséo
7.0, Statsoft, Inc.).

Tabela 3.1 - Especificacdo dos niveis e valores reais das variaveis empregadas no planejamento
experimental fatorial 23 para a levedura K. marxianus CCT 4086

Variaveis Unidades Cdédigo X] N|v0e|s X]
Temperatura (eC) X1 29 37 45
pH X2 4,5 55 6,5
Lactose (gL? LE 88 176 264

Tabela 3.2 - Matriz do planejamento fatorial 23 para a levedura K marxianus CCT 4086, com

valores reais e codificados para suas variaveis

Variaveis Codificadas Reais

Ensaios Temperatura pH Lactose Tem?fé?tura pH L(&;c:_qls)e
1 -1 -1 -1 29 4,5 88
2 +1 -1 -1 45 4,5 88
3 -1 +1 +1 29 6,5 88
4 +1 +1 +1 45 6,5 88
5 -1 -1 -1 29 4,5 264
6 +1 -1 -1 45 4,5 264
7 -1 +1 +1 29 6,5 264
8 +1 +1 +1 45 6,5 264
9 0 0 0 37 5,5 176
10 0 0 0 37 55 176
11 0 0 37 5,5 176

Y = bo+ biXa1+ b2X2 + baX3 + ba X1:X2+ bs X1:X3 + b X2:X3 Eqg. (3.1)

3.5 Delineamento composto central rotacional

De acordo com os resultados obtidos pelo planejamento experimental do
item 3.4, elaborou-se um planejamento experimental do tipo delineamento
composto central rotacional (DCCR) para as variaveis temperatura (X4) e pH (Xs),
com quatro pontos fatoriais (niveis +1), trés pontos centrais (nivel 0) e quatro pontos
axiais (niveis +v2), totalizando 11 experimentos. Este planejamento objetivou
determinar qual das variaveis independentes, temperatura (Xs) e pH (Xs),

influenciariam o processo de producdo de bioetanol e demais produtos, sendo o
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bioetanol a variavel resposta principal. Os niveis e variaveis foram determinadas a
partir dos dados da superficie de resposta obtidas pelo planejamento experimental
fatorial 23 e estudo de HULL et al. (2014) além de andlise da ficha técnica da
levedura em estudo.

Os niveis e valores reais das variaveis utilizadas no planejamento
experimental para a levedura K. marxianus estédo dispostos nas Tabelas 3.3 e 3.4,
respectivamente. Salienta-se que a concentracéo de lactose foi fixada em 88 g L
para todos os ensaios fermentativos. Sendo que variavel resposta a concentragao
de bioetanol (g L%, v/v) (Y3) e os interceptos est&o representados na Equacao (3.2),
obtidos pelo Software STATISTICA™ (versdo 7.0, Statsoft, Inc.) a partir das

variaveis reais.

Tabela 3.3: Especificacédo dos niveis e valores reais das varidveis empregadas no delineamento
composto central rotacional para a levedura K marxianus CCT 4086

Lo . oy Niveis
Y,
ariaveis Unidades Caodigo 141 1 0 1 T141
Temperatura (°C) Xa 20 229 30 37,1 40
pH Xs 2,5 2,8 3,5 4,2 4,5

Tabela 3.4 - Matriz do delineamento composto central rotacional com valores reais e codificados
para suas variaveis para a levedura K marxianus CCT 4086

Variaveis Codificados Reais

Ensaios Temperatura pH Temperatura (°C) pH
12 -1 -1 229 2,8
13 1 -1 37,1 2,8
14 -1 1 229 4,2
15 1 1 371 4,2
16 -1,41 0 20 3,5
17 +1,41 0 40 3,5
18 0 -1,41 30 2,5
19 0 +1,41 30 4,5
20 0 0 30 3,5
21 0 0 30 3,5
22 0 0 30 3,5

Y = bo + biXa + b2Xs + b11X42 + b11X5? + b12X4:X5 Eq. (3.2)
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3.6 Analise estatistica

Os resultados de bioetanol e biomassa celular dos planejamentos
experimentais foram avaliados a partir do Software STATISTICA™ (verséo 7.0,
Statsoft, Inc.). Dessa forma, calcularam - se os principais efeitos das variaveis
estudadas e suas interacdes, validacdo do modelo ao nivel de 10 % de significancia
para o planejamento fatorial 23 e 5 % para o DCCR, analise de variancia (ANOVA)
e teste F (BARROS et al., 2010; RODRIGUES & IEMMA, 2014).

SECAO Il - METODOLOGIAS ANALITICAS

3.7 Amostragem

Para o planejamento experimental fatorial 23, as amostras foram coletadas
desde o inicio das fermentagfes em intervalos de 2,5 em 2,5 h até completar 15 h.
Seguidamente, foram retiradas amostras em intervalos de 4 h até 45 h. Para os
cultivos do DCCR, amostras foram coletadas desde o inicio das fermentacdes, em
intervalos de 3 h até completar 15 h, ap0s este periodo, coletou-se amostras a cada
6 h até completar 58 h de cultivo.

Em cada amostragem, foi coletado um volume de 15 mL para posterior
andlises, a distribuicdo do volume foi realizada da seguinte forma, 5 mL para leitura
de absorbancia, pH e contagem de células vidveis em camara de Neubauer, 5 mL
foram centrifugados a 14000 rpm por 5 min, sendo o sobrenadante separado do
precipitado. O sobrenadante foi entdo armazenado em tubos do tipo eppendorf com
capacidade de 1,5 mL em freezer a temperatura de -10 °C para posterior analise
do consumo do substrato lactose (glicose e galactose) e quantificacdo dos produtos

de interesse.
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3.8 Determinacdes analiticas

3.8.1 Bioetanol e acidos organicos

Para quantificar a producdo de bioetanol e outros acidos organicos,
utilizou- se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), aplicando a
metodologia baseada em estudos realizados por SANTOS (2013) e EL-IMAM et al.
(2019), além de orientacdes do fabricante.

O equipamento utilizado foi o Cromatografo Shimadzu® Proeminence com
coluna Rezex ROA-Acido organico H+ (8 %) (250 mm x 4,6 mm), forno CTO-20A a
temperatura de 40 °C, bomba LC-20AT, controlador CBM-202 e detector por indice
de refracdo RID-102. A operacdo se deu com fase movel de solu¢do de acido
sulfdrico (H2S0a4) 0,005 mol L ~* em fluxo de 0,8 mL min “%, e volume de injecéo de
20 yL. Os dados foram obtidos pelo Software LS Solutions. Para a determinagao
do bioetanol, construiu-se uma curva padrdo com solu¢des de etanol conhecidas
de 5a 100 g L ~* e acidos organicos na faixa de concentracdes de 0,02 a 1,00 g L 1.
Estas curvas padrdes estdo disponiveis no Apéndice A. Os reagentes utilizados
foram etanol e acidos orgéanicos: acético, propidnico, valérico, latico, férmico e
butirico grau HPLC de alta pureza >99 % (Sigma Aldrich).

As quantificac6es foram realizadas no laboratério de Cromatografia do
Programa de PdOs-Graduacdo em Engenharia Agricola do Campus Cascavel da

Unioeste.

3.8.2 Consumo de substrato

O consumo do substrato lactose e dos monossacarideos (glicose e
galactose) foram analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE),
pelo laboratério de Cromatografia do Programa de Pos-Graduacdo em Engenharia
Agricola-Cascavel. O equipamento utilizado foi o Cromatégrafo Shimadzu®
Proeminence com coluna Rezex RSO - OLIGOSSACARIDEO Ag* (4 %)
(200 x 10 mm) com um fluxo de 0,3 mL min! de &gua degaseificada a 75 °C,
injetando-se 20 yL de amostra, detectadas por indice de refragdo. Os dados foram

adquiridos pelo Software LS Solutions.
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Os carboidratos foram quantificados por comparagdo com o tempo de
retencdo dos padrdes de glicose, galactose e lactose, sendo que foram obtidas
equacoes lineares para cada um dos padrbes, por meio de curva padrdo com
solugbes conhecidas de 5 a 295 gL 1. A analise foi desenvolvida conforme
metodologia adaptada de ZIMMER et al. (2017) e ficha técnica da coluna (Anexo
B). Para a avaliacdo dos resultados, fez-se necesséario a utilizacdo de curvas
padrdes de lactose (glicose e galactose) preparadas com reagente de alta pureza
>99,9 % (Sigma Aldrich), as quais encontram-se no Apéndice B.

Com a finalidade da confirmacé&o do perfil de consumo do substrato de
todos os pontos fermentativos, realizou-se a quantificagdo da lactose pelos
acucares redutores pelo método do &cido 3-5 dinitrosalicilico (DNS) em triplicata,
seguindo a metodologia de MILLER (1959), conforme metodologia apresentada no

Anexo C e curva padrao disponivel no Apéndice C.

3.8.2.1 Consumo de glicose

A concentracdo de glicose foi verificada pelo Kit de Glicose PP, método
enzimatico-colorimétrico (Trinder), marca Gold Analisa, conforme descrito no

Anexo D, sendo que a analise foi realizada em triplicata.

3.8.3 Biomassa microbiana

A biomassa microbiana foi determinada por meio da curva de correlacao
entre os métodos de espectrofotometria UV-VIS e concentracao celular, conforme
metodologia de MULLER (2006); MULLER et al. (2007) e MAESTRE (2017), a qual
esta disponivel no Anexo E.

Com os valores de concentragdo microbiana e leitura de densidade Optica
obtidos, plotou-se a curva de correlagdo, a qual gerou uma equacéo linear. Esta
equacao foi utilizada para estimar os valores de concentragédo celular (g L™?) ao
longo do tempo de cultivo a partir da leitura da densidade Optica realizada em cada
amostragem. Para a quantificacdo da biomassa celular, aplicou- se a curva de

correlagcdo que encontra-se disposta no Apéndice D.
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3.8.4 Concentracdo de GOS total

A concentracdo de GOS total foi estimada conforme proposto por
GOSLING et al. (2011), pela Equacéo 3.3.

CGOS = CLactose inicial — Clactose glicose — “galactose Eq- (3-3)
Em que C representa a concentracdo de GOS, lactose inicial, lactose,

glicose e galactose (g L™1).

3.8.5 NUmero de células viaveis

Para quantificar o namero de células viaveis, utilizou-se a metodologia
adaptada da Sociedade Americana de de Quimicos Cervejeiros (American Society
of Brewing Chemists - ASBC,1988). Para tanto, empregou-se um microscopio
marca OPTON, modelo TNE-01B-INF-LED, posicionado na objetiva de 40,
ajustando aumento de 400x e camara de Neubauer da marca KASVI modelo
Neubauer Improved Bright-Line 0,0025 mm?2.

As células vivas foram identificadas com a coloracao azul através da adicéo
do corante azul de metileno a 1 % em sua parede celular. A amostra foi preparada
com um volume de 0,1 mL (forma homogeneizada), 0,1 mL de solucdo de azul de
metileno (corante) e adicionou-se agua destilada para diluir a amostra, de acordo
com a concentragao celular. Fez- se a distribuicdo da amostra de forma equivalente
sobre a cAmara de Neubauer.

A partir disso, com o intuito de obter o niumero de células em 1mmz2
contaram-se cinco quadrados na diagonal da area demarcada da camara de
Neubauer. Elaborou-se uma curva a partir das contagens representando-a na forma
logaritmica Ln(N/No), em que, No € a contagem do numero de células viaveis
(NCV) no tempo zero (mL™?) e N é a contagem no tempo t. O nimero de células

viaveis foi determinado pela Equacéao (3.4).

NCV = N x 5 X fator de diluicio x 10* Eq. (3.4)

88



3.8.6 Consumo de elementos quimicos por TXRF

O perfil da concentracdo dos elementos quimicos presentes no melhor
meio de cultivo, foi quantificado durante a cinética pela técnica analitica do TXRF,
conforme metodologia ESPINOZA-QUINONES et al. (2015).
3.8.7 Determinacéao do pH

O valor de potencial hidrogenidnico (pH) foi determinado em um pHmetro
portatil devidamente calibrado marca Akso, modelo AK 103 com eletrodo de vidro,
conforme metodologia de LUTZ (2008).
3.8.8 Monitoramento do oxigénio dissolvido

O oxigénio dissolvido foi monitorado com medidor de oxigénio dissolvido
portatil marca HANNA, modelo HI 9146, com sonda de 4 m, conforme orientac&o
do fabricante, com o intuito de manter constante a adicdo de oxigénio dissolvido ao
meio de cultivo.
3.8.9 Proteina microbiana

A proteina soltvel microbiana foi determinada pelo método colorimétrico de
LOWRY et al. (1951).

SECAO IV — MODELAGEM MATEMATICA

3.9Tratamento de dados

3.9.1 Velocidade especifica de crescimento celular

Os dados experimentais de biomassa celular (X) em fun¢céo do tempo (t)

foram ajustados a um polindbmio, por conseguinte, derivou-se esta equacao
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polinomial, obtendo-se a Equacédo (3.5). A partir da qual pode se determinar a
velocidade especifica de crescimento celular (u) (h). E, dX dt™ foi calculada na
fase exponencial (HISS, 2013; MURARI et al., 2018).

_1(dX) Eq. (3.5)
T

3.9.2 Fatores de conversao

3.9.2.1 Conversao de substrato em célula

Determinou-se o fator de conversao de substrato em celula (Yx/s) (9 gl a

partir da massa de células formada (X) pela massa do substrato consumido (S),
baseado na Equacéo (3.6) (HISS, 2001; HISS, 2013; MURARI et al., 2018).

Vo o = Xr—Xp Eq. (3.6)
X/s =5 s,

Em que, X, € a concentracdo inicial de biomassa (g L™, Xc € a
concentracéo final de biomassa (g L™"), S, € a a concentrac&o inicial de substrato

(g L™") e S¢ é a concentracio final de substrato (g L™).

3.9.2.2 Conversao de produto em célula

O fator de converséo de bioetanol em célula (Yyx/p) (9 gl) foi obtido
conforme Equacéao (3.7) (HISS, 2001; HISS, 2013).

Xe— Xo Eq. (3.7)
P — P

Yx/p =

Sendo, X, a concentrac&o inicial de biomassa (g L™, Xy a concentracao

final de biomassa (gL™"), P, a concentracdo total do produto (gL' e P a

concentrag&o final do produto (g L™Y).
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3.9.2.3 Converséo de substrato em produto

O fator de conversdo de substrato em bioetanol (Yp/s) (9 g™l foi obtido a
partir do bioetanol produzido no decorrer da fermentacédo em relagdo ao substrato
consumido, conforme Equacédo (3.8) (HISS, 2001; HISS, 2013; MURARI et al.,
2018).

P—F Eq. (3.8)
Yp/s =
0

Em que, P € a concentragéo do produto (g L), Po é a concentragéo inicial
do produto (gL?), S, é a concentracdo inicial de substrato (L") e S; é a

concentracéo final de substrato (g L™).

3.9.2.4 Produtividade de bioetanol

A produtividade (Qp) (g L h'}) foi determinada pela quantidade de etanol
formado durante o periodo de fermentag&o, conforme a Equagéo (3.9) (HISS, 2001;
HISS, 2013; MURARI et al., 2018).

P—P Eq. (3.9)

Sendo, P a concentragédo do produto (g L™?), Po a concentrac&o inicial do

produto (g L) e t; o tempo final de fermentac&o (h).

3.9.2.5 Converséao tedrica

A conversao tedrica de substrato em bioetanol (n) (%) foi determinada pela
Equacéo (3.10) (HISS, 2001; HISS, 2013; MURARI et al., 2018).

— (P ~Pouoo Eq. (3.10)
(St— Sfy0,5368
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Em que, P é a concentrac&o do produto (g L), Po a concentracgéo inicial do
produto (g L), S, a concentracao total de substrato (g L™"), S concentraco final de

substrato (g L™") e 0,5368 é a conversdo de massa.

3.10 Modelagem matematica dos processos fermentativos

Em alguns casos o substrato pode inibir a formac¢ao do produto quando em
niveis elevados de concentracdo, nestas condi¢cdes é necessario usar modelos de
inibicdo pelo substrato, como por exemplo o modelo de EDWARDS (1970) que
considera a inibicdo do crescimento pelo substrato sob o modelo de Monod. E, o
modelo de Phisalaphong, que apresenta inibicdo pelo substrato e produto, também
partindo do modelo de Monod. Dessa forma, para o desenvolvimento da
modelagem matematica dos cultivos de K. marxianus foram avaliados os modelos
fenomenologicos de Edwards (EDWARDS, 1970) referentes as Equacdes (3.11) a
(3.13) e PHISALAPHONG et al. (2006) conforme as Equacdes (3.14) a (3.16).

dX B umax - S
dt 52
(Ks+S+ ﬁ) Eq. (3.11)
dpP vmax - S
dt SN
(KsP + S + W) Eqg. (3.12)
dS ( 1 dX 1 dP) Eq. (3.13
dt \ Yxs dt Yps dt a.(3.13)
dX pmax - S < P ) ¥
= —(1- .
T Ks+s+2) Pxmax Eq. (3.14)
is
dP vmax - S P
dt XN (1 B Ppmax) X
(KsP + S + KisP) Eq. (3.15)
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dsS 1 dX 1 dP
_ ( ) Eq. (3.16)

dt \vxs dt Yps dt

Sendo, pumax taxa de crescimento especifico maximo (h™?), S concentracéo
do substrato (g L™1), Ks coeficiente de saturagdo do crescimento celular (constante
de Monod) (g L™1), Kis coeficiente de inibicdo pelo substrato no crescimento celular
(gL 1Y), X a concentracdo final de biomassa (g L"), vmax taxa méaxima de
producdo especifica de bioetanol (h?), KsP coeficiente de saturacdo para a
producdo de bioetanol (gL™"), KisP coeficiente de inibicdo pelo substrato na
formac&o de bieotanol (g L™"), Yxs fator de converséo de substrato em célula, Ypss
fator de conversdo de produto em substrato e Ppmax termo de inibicdo pelo
bioetanol na producéo de bioetanol (g L™).

O modelo de Edwards é uma adaptacdo do modelo de MONOD (1949), e se
diferencia por considerar o efeito de inibicdo do crescimento de biomassa e produto
pelo substrato (KsP e KisP), ndo considerando, contudo, os efeitos da fase de morte
ou consumo do substrato na manutencao das células (kd e Kcm). Ja o modelo de
PHISALAPHONG et al. (2006) segue os mesmos principios do modelo de Edwards,
pois considera o efeito de inibicdo do crescimento de biomassa e produto pelo
substrato (Kis e KisP), ndo identificando os efeitos da fase de morte e nem o
consumo do substrato na manutencédo celular (Kcm). Este modelo diferencia-se por
englobar um termo de inibicdo ndo competitiva do crescimento pelo produto.

Em funcdo do comportamento experimental observado na cinética de
fermentacdo na qual detectou-se a formacédo de bioetanol quando ndo existia
substrato disponivel e com a reducéo da populacdo dos microrganimos. O modelo

fenomenoldgico desenvolvido, é apresentado pelas Equacdes (3.17-3.20).

dp B vmax -+ S P

E B S? ( P max) .
(KsP + S + =) P Eq. (3.17)
ds B ( 1 dX 1 dP) Eq. (3.18
dt  \ Yxs dt Yps dt q.(3.18)

Se P(t) < Pxmax
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dX pmax - S P
at 52\ (1 B meax) X
<Ks +S+ K—IS) Eq. (3.19)
Se P(t) > Pxmax
dX
m 9. (3.20)

Sendo, pmax taxa de crescimento especifico maximo (h), S concentragéo
do substrato (g L'Y), X aconcentragéo final de biomassa (g L™"), Ks coeficiente de
saturacdo do crescimento celular (constante de Monod) (g L™ %), Kis coeficiente de
inibicdo pelo substrato no crescimento celular (g L), vmax taxa maxima de
producdo especifica de bioetanol (h), KsP coeficiente de saturacdo para a
producdo de bioetanol (gL™"), KisP coeficiente de inibicdo pelo substrato na
formac&o de bieotanol (g L™"), Yxs fator de converséo de substrato em célula, Yess
fator de converséao de produto em substrato, Ppmax termo de inibicao pelo bioetanol
na producao de bioetanol (g L™") e kd de morte celular na fase de morte (h%).

O novo modelo proposto se baseia no modelo de Phisalaphong, com trés
novas proposicdes, sendo estas, a regulacédo da fase de crescimento versus fase
de morte; o coeficiente de manutencéo celular e a liberagéo de bioetanol residual.

PropBe-se como inicio da fase de morte celular o momento que a
concentracdo de bioetanol atinge seu valor critico, isto €, P(t) = Pxmax. Divide-se o
modelo, entdo, em dois termos: um, representado conforme Equacdo (3.8) no
modelo de PHISALAPHONG et al. (2006), valido do inicio da fermentacao até o
instante que o bioetanol atinge sua concentracao critica; outro apds este instante,
representado por uma taxa constante de morte celular.

O coeficiente de manutencéo celular (Kcm) representa a quantidade de
substrato consumido pela célula para reestabelecer niveis energéticos além da
guantidade necessaria para crescimento, e ja foi utilizado em modelos matematicos
como de ARIYAJAROENWONG et al. (2016) e TRIGUEROS et al. (2016).

A liberacdo de bioetanol residual, corresponde a liberacdo do produto
bioetanol quando o mesmo encontra-se intracelular (DUTTA, 2008). Assim, o

modelo prosposto é uma proposicdo baseada no comportamento do modelo em
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comparacao aos dados experimentais de bioetanol durante a fase de morte celular,

visto que, a cinética ndo acompanha o crescimento experimental.
3.10.1 Anédlise e avaliacdo dos modelos

Os modelos foram estudados a partir do ajuste dos parametros cinéticos dos
modelos de forma simultdnea para os dois conjuntos de dados cinéticos que
apresentaram a maior producdo de bioetanol. O ajuste empregando um conjunto
maior de dados é importante devido ao aumento dos graus de liberdade, além
disso, os parametros ajustados sdo mais confiaveis e representam melhor o
fendmeno investigado.

Dessa forma, realizou-se o0 ajuste de parametros pela minimizacdo dos
guadrados dos desvios entre valores experimentais e teoricos, utilizando o método
global de otimizagao de Nelder-Mead (NELDER & MEAD, 1965), e para aresolucao
do sistema de equacgOes diferenciais, utilizou-se o método de Rosenbrock
(ROSENBROCK, 1963) no Software Maple 18® em um microcomputador Asus
IntelCore i7, 8GB RAM de memodria.

As estimativas iniciais para os parametros cinéticos e funcdo objetivo,
necessarias para efetuar o ajuste, foram construidas baseadas em uma sequéncia
de consideracdes e andlises. Assim, os valores de Pxmax e Ppmax foram obtidos
a partir da andlise grafica dos dados experimentais de biomassa e produto, e
definiu-se como estimativa inicial o valor da concentracdo de bioetanol, em que a
respectiva curva de crescimento muda sua concavidade.

Os parametros de velocidade de crescimento celular e de produto (ppax, Ks,
vmax € KsP) foram obtidos através de regressdo linear do grafico de
Lineweaver— Burk pelas estimativas iniciais (corrigir), neste caso, pode ser utilizado
a linearizacdo, construido através da linearizacdo da equacdo de Monod,

apresentada na Equagéao Eq. (3.21):

X Ks 1 1

_— = =4
(ji_)t( HWmax S Hmax Eq. (321)

Essa avaliagcdo (Equacdo 3.21) desconsidera os termos de inibicdo de

substrato (Kis e KisP) e produto (Pxmax e Ppmax) dos modelos. Portanto, com
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intuito de minimizar os erros na estimativa pelos efeitos de inibicdo, a determinacao
dos paramétros foi realizado com os dados experimentais do Ensaio 1, que possui
menor concentracao de substrato e os valores de piyex © Vmax Obtidos pelo gréfico
de Lineweaver—Burk (LB) foram corrigidos pelas correlagcdes expressas nas
Equacdes Eq. (3.) e Eg. (3.23)

1
Hmax = Hmax;p —P(t) Eqg. (322)

(1- Pxmax

1
Umax = Ymax;p " T Eqg. (323)
a- Ppmax)

Para os termos de inibicdo de substrato (Kis e KisP) (g L), fator de
conversao de substrato em célula e de produto em substrato (Yxs e Yris) (g g2), kd
de morte celular na fase de morte (hl), coeficiente de manutencéo celular (Kcm)
(g L) e constante de liberagdo de etanol residual (h) foram utilizados valores
médios encontrados em BORZANI et al. (2001) e PHISALAPHONG et al. (2006) e
ajustados manualmente com base na boa adequacédo grafica de modelo e dados
experimentais.

A funcao objetivo para o ajuste (Equacéo 3.23) foi construida baseada na
analise empirica dos dados e nas proporcdes entre os dados experimentais

disponiveis (Equacdes 3.24-3.27):

2
1= (Xexp - Xmodelo) Eq. (3.24)
Xmodelo
Sexp — Smodeloy Eq. (3.25)
E2 = ( )
Smodelo
E3 = (Pexp - PmodeIO)2 Eq. (3.26)
B Xmodelo
Fungio Objetivo =6-E1+2-E2+5-E3 Eq. (3.27)

O desempenho dos modelos matematicos foi avaliado pelos parametros de
regressao critério de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1974) e coeficiente de determinacéo
(R?).
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Salienta-se que o valor do coeficiente de determinagdo (R? avalia a
gualidade da regressao de forma absoluta, enquanto, o critério de Akaike considera
0 numero de parametros do modelo, com objetivo de “punir’ o aumento
desnecessario desse numero, evitando assim erros por overfitting. Quanto maior o
coeficiente de determinacdo e menor o valor do critério de Akaike, melhor é o

modelo.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste capitulo, sdo apresentados os resultados e discussoes, referentes a
caracterizacdo da matéria-prima, planejamentos experimentais, modelagem
matematica na formacdo de bioprodutos e possibilidade de criacdo de uma

biorrefinaria a partir de permeado de soro de queijo desproteinizado (PSQD).
4.1 Caracterizacdo do permeado de soro de queijo desproteinizado em pé

A andlise quantitativa dos elementos presentes na matéria-prima lactea,
permeado de soro de queijo desproteinizado (PSQD), foi realizada para identificar
e guantificar quais elementos encontravam-se ja presentes no PSQD em po, e
guais eram necessarios fazer-se uma suplementacdo no meio, para ocorrer
crescimento celular, producdo de bioetanol e bioprodutos pela levedura
K. marxianus.

A Tabela 4.1 disponibiliza a caracterizagcdo da composi¢cdo quimica
elementar do PSQD em p6, enquanto a Tabela 4.2 apresenta os valores referentes
a caracterizacdo do PSQD em p6 quanto ao teor de lactose, carboidratos,
proteinas, lipidios, umidade, cinzas, acidez, DBO, DQO, sais minerais e pH. No
anexo A, estdo dispostos maiores detalhes referente as caracteristicas do
permeado, fornecidos pela empresa Sooro Renner Nutricdo S.A.

Tabela 4.1 - Caracterizacdo da composi¢cdo quimica elementar do permeado de soro de queijo
desproteinizado em pé

Elementos Simbolos Concentracio (mg kg™H)*
Fasforo P 4660,07
Enxofre S 623,19
Cloro Cl 5918,29
Ferro Fe 35,07
* Técnica TXRF.
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Tabela 4.2 - Caracterizac8o do permeado de soro de gueijo desproteinizado em p6
Caracterizacéo (mg LY (mg kg') (g 100g™?) (%)
DBO* 65.258
DQO* 85.300
Lactose** 89,42
Proteinas** 4,16
Célcio*** 250
Magnésio*** 50
Potéssio*** 751
Sodio*** 305
Carboidratos** 90
Gordura Total** 0,1
Umidade** 1,14
Acidez (% acido latico)** 1,03
Cinzas (sais minerais)** 5,28
pH** 6,47
* Método APHA (2005).
** Ficha técnica Sooro Renner Nutricdo S.A.
*** Técnica ICP.

Observa-se nas Tabelas 4.1 e 4.2, que 0 PSQD possui em sua constituicao
sais minerais, considerados macronutrientes na composi¢cdo de meios de cultura,
como o calcio, magneésio, potassio, fésforo e enxofre, e como micronutrientes, o
sodio, cloro e ferro. Estes nutrientes sdo essenciais para o metabolismo e
crescimento de leveduras (ROSE, 1976).

Segundo REHM et al. (1995), os sais minerais sdo requeridos no meio por
serem responsaveis pela regulacdo do transporte de cations divalentes, como é o
caso do potassio. O magnésio é utilizado como cofator ou ativador de enzimas na
etapa de glicolise, e na membrana ATP-ases, aumenta a sintese de acidos graxos
e regulando o nivel de ions intracelulares. J4 o sédio é requisitado em menores
guantidades, porém apresenta papel fundamental na regulacdo da presséo
osmotica da célula, sendo responsavel pela manutencéo da viabilidade celular.

Verifica-se na Tabela 4.2, que o teor de lactose presente no PSQD (89,42 %)
foi condizendo com os relatados por ZACARCHENCO et al. (2012), HU &
DICKSON (2015), MAESTRE (2017) e SOORO (2020), os quais citam fracOes
massicas médias deste componente na faixa de 68 a 90 %.

Em relacédo ao teor de proteina (fonte de N) no permeado, observa-se uma
quantidade baixa deste nutriente, 4,16 g 100 g (Tabela 4.3). ESPOSITO (2004)
cita que os macroelementos adicionados no meio fermentescivel quando o produto
de interesse é etanol devem ter uma relacéo (C:N), onde o componente (C) esteja
em excesso, para favorecer a formacdo deste produto e outros metabolitos

secundarios. Ja uma relacdo (C:N) maior ou igual a 10 promoveré alto contetdo
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proteico (biomassa celular), e consequentemente menor quantidade de etanol.
Verifica-se que o PSQD atende esta relacdo (C:N), apresentando uma razao
89:0,0416 (C:N) %, ou seja, elevado teor de lactose, frente a pequena quantidade
de proteina, o que favorece sua aplicacdo na etapa de fermentacéo alcodlica,
inclusive se fazendo necessério a suplementacdo do meio de cultivo com fonte de
nitrogénio ureia para que haja crescimento celular.

Para um processo fermentativo, a fonte de carbono (C) é o elemento
solicitado em maior quantidade, pois é imprescindivel como fonte de energia para
gue o processo ocorra, embora o nitrogénio (N) seja também um elemento
necessario para a sintese de proteinas (=16 %) e outros componentes celulares,
como &cidos nucléicos (HALASZ & LASZTITY,1991; REED & NAGODAWITHANA,
1995).

Em relacdo a DBO e DQO para o PSQD in natura (liquido), foram obtidos os
valores de 60.149 e 75.300 mg L?, respectivamente, demonstrando seu potencial
poluidor. Observa-se que os valores de DBO e DQO do permeado sdo condizentes
com a literatura, sendo citados valores de DBO entre 30.000 e 60.000 mg L*
(GUIMARAES et al., 2010; LIMA et al, 2012; PRAZERES et al., 2012;
ZACARCHENCO et al., 2012). Em relacdo a DQO, GUIMARAES et al. (2010),
CARVALHO et al. (2013) e BANASZEWSKA et al. (2014) relataram valores entre
60.000 e 80.000 mg L. EL-TANBOLY et al. (2017) obtiveram valores de DBO e
DQO de 55.000 e 72.400 mg L1, respectivamente.

4.2 Producdo de Dbioetanol e biomassa microbiana: planejamento

experimental fatorial 23

Os resultados médios das variaveis referentes a producdo de bioetanol e
biomassa celular com levedura K. marxianus em 45 h de fermentacgéo investigado
por meio de um planejamento experimental fatorial 23 sdo apresentados na Tabela

4.3, com valores expressos em (g L™?).
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Tabela 4.3 - Matriz do planejamento experimental fatorial 23 com os valores reais das variaveis

averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L) para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 45 h

Variaveis independentes

Variaveis respostas

Ensaios Temperatura pH Lactose Bioetanol Biomassa celular

(°C) (X1) (X2) (g L) (Xs) (L) (Yy) QLY (Ya)
1 29 4,5 88 50,65+0,05 4,00+0,01
2 45 4,5 88 27,37+0,07 3,93+0,04
3 29 6,5 88 33,23+0,03 2,95+0,05
4 45 6,5 88 19,5940,09 1,91+0,02
5 29 4,5 264 42,80+0,08 5,87+0,07
6 45 4,5 264 18,0410,04 5,90+0,09
7 29 6,5 264 29,00+0,05 9,44+0,04
8 45 6,5 264 12,3610,06 7,39+0,09
9 37 55 176 34,53+0,06 5,30+0,07
10 37 55 176 33,28+0,08 5,38+0,07
11 37 55 176 33,50+0,07 5,40£0,08

Analisando a Tabela 4.3, nota-se que a maior producao de bioetanol ocorreu
no ensaio 1, realizado com 88 g L™ de lactose, 29 °C, pH 4,5 em 45 h, obtendo
50,65 g L enquanto produziu 4 g L™ de biomassa celular, seguido do ensaio 5 com
concentracio de 42,80 g L™ de bioetanol que também foi conduzido a 29 °C e pH
4,5, porém com 264 gL* de lactose, obtendo uma concentracdo celular de
5,87 gLt Além disso, a menor producdo se deu no ensaio 8, sendo esta, de
12,36 g L' de bioetanol, apresentando 7,39 g L™ de biomassa celular.

Constata-se (Tabela 4.3) que os dois ensaios com maior producdo em
bioetanol (Ensaios 1 e 5) empregaram temperatura (X1) e pH (X2) iguais, tendo
como Unica variavel a concentracéo de lactose (Xs).

Diante do exposto, para avaliar quais foram as variaveis interferentes no
processo de producdo de bioetanol e biomassa celular foi realizada a analise
estatistica dos dados. Os resultados foram expressos em termos de Diagrama de
Pareto (Figura 4.1), estimativa de efeitos principais e interagdes das variaveis
(Tabela 4.4), anélise de variancia (ANOVA) (Tabela 4.5), modelo de regresséao (Eq.
4.1 e 4.2), gréfico de valores preditos por valores observados (Figura 4.2) e

superficies de contorno (Figura 4.3 e 4.4).
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Figura 4.1 - Diagrama de Pareto com efeitos das variaveis e intera¢des verificadas no

planejamento experimental fatorial 23 ao nivel de confianca de 90 % para as variaveis bioetanol (a)
e biomassa celular (b) para a levedura K. marxianus CCT 4086

Tabela 4.4 - Estimativa de efeitos principais e intera¢des entre as variaveis analisadas no
planejamento experimental fatorial 23 em 45 h de fermentacéo para as variaveis bioetanol e
biomassa celular para a levedura K. marxianus CCT 4086

Resposta Variaveis Efeito p-valor  Coeficiente Erro padréo
do coeficiente
Média/Intercepto 30,04  0,00001 30,04 1,06
X1 -19,50 0,00147 -9,75 1,25
X2 -11,000 0,01178 -5,50 1,25
Y1 X3 -7,00 0,04912 -3,50 1,25
X1 X X2 4,00 0,18564 2,00 1,25
X1 X X3 -1,00 0,71021 -0,50 1,25
X2 X X3 1,50 0,58166 0,75 1,25
Média/lntercepto 5,22 0,00000 5,22 0,07
X1 -0,78 0,01031 -0,39 0,08
X2 0,49 0,04408 0,25 0,08
Y2 X3 3,95 0,00002 1,98 0,08
X1 X Xz -0,76 0,01128 -0,38 0,08
X1 X X3 -0,23 0,25533 0,11 0,08
X2 X X3 2,03 0,00029 1,02 0,08

Rz 0,95776 (Y1) e R2 0,99449 (Y2).

Analisando o Diagrama de Pareto (Figura 4.1) e o p-valor (Tabela 4.4),
nota-se que dentre as variaveis avaliadas, visando a producédo de bioetanol (Y1), a
temperatura (X1), concentragdo de lactose do PSQD (X2) e o pH (Xs) foram
significativos negativamente. Assim, para a producao de bioetanol (Figura 4.1.a)
concentracbes menores de lactose e baixos valores de pH e temperaturas
favorecem a formacéo deste composto. Em relacdo a biomassa celular (Y2), as
variaveis lactose (X2), pH (X2) e relacdo pH e lactose (X2 x X3) foram significativos
positivamente, influenciando em concentracdo e valores maiores (Figura 4.1.b). Ja

os fatores temperatura (X1) e relacdo temperatura e pH (X1 x X2) apresentaram
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relevancia negativamente. A influéncia foi determinada dentro de um intervalo de

confianca de 90 % (p-valor<0,10).

Tabela 4.5 - Andlise de variancia (ANOVA) dos ensaios do planejamento experimental fatorial 23
para a levedura K. marxianus CCT 4086

Resposta Fonte de Somq Graus de Méd,ia}
variancia Quadratica Liberdade Quadratica Fealc Fiab
(SQ) (GL) (MQ)
Modelo 1100,50 3 366,83 29,21 4,19
Y1 Erro 50,23 4 12,55
TOTAL 1189,28
Modelo 42,39 5 8,48 144,12 4,05
Y2 Erro 0,24 4 0,06
TOTAL 42,73

Observa-se pelas Tabelas 4.4 e 4.5, que o modelo foi significativo quando
empregado para fins preditivos, uma vez que o mesmo proporcionou um coeficiente
de determinacdo, R?, de 0,96 (bioetanol) e 0,99 (biomassa). Aplicando o teste F,
tem - se que o valor de F(calc) = 29,21 foi aproximadamente 7 vezes maior para a
producédo de bioetanol (Ftab 34010 = 4,19), ja para a biomassa microbiana foi = 35
vezes maior que o valor de Ftab 54,010 = 4,05, para um intervalo de confianga de 90
% (BARROS et al., 2010). Assim, pode-se afirmar a partir das variaveis reais que o
modelo de regressao proposto (Eq. 4.1 e 4.2) é valido para a producéo de bioetanol

(Y1) e biomassa celular (Y2).

Y1 = 179,23-3,06X1—17,26X2—0,05X3+0,32X1:Xo— Eqg. (4.1)
0,0002X1:X3+0,0014X2:X3

Y2 = 2,14+0,24X1-0,02X2-0,03X3-0,04X1:X2— Eq. (4.2)
0,0001X1:X3+0,01X2:X3

O modelo obtido pela ANOVA pode ainda ser avaliado, pelo
comportamento observado no gréfico de valores preditos pelos observados,
conforme apresentado na Figura 4.2 (a e b), e pelas superficies de contorno
(Figuras 4.3 e 4.4).

103



55 1

50

45

2
°

35

Valores preditos
&
Valores preditos
L
o

5 10 15 20 25 30 a5 40 45 50 55 1 2 3 4 5 3 7 8 9 10 1
Valores observados Valores observados

(a) (b)
Figura 4.2 - Resultado estatistico do planejamento experimental fatorial 23 para a levedura K.
marxianus CCT 4086 em relacdo as variaveis bioetanol (a) e biomassa celular (b), para os valores
preditos pelos valores observados

A Figura 4.2 (a) e (b) mostra que os valores observados estdo em
concordancia em relacéo aos valores preditos, sendo que o modelo de bioetanol é
explicado por 96 % de variancia, enquanto a biomassa celular € justificada por
99 %. Estes altos valores de R? indicam correlacdo entre os valores e apresentam
confiabilidade (REENCHER & SCHAALJE, 2007; BARROS et al.,, 2010),
comportamento também identificados por MURARI et al. (2019) para fermentacdes

com a levedura K. marxianus.
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Figura 4.4 - Superficie de contorno para o planejamento experimental fatorial 23 para a levedura
K. marxianus CCT 4086 em relacéo a variavel biomassa celular — (a) temperatura por pH, (b)
temperatura por lactose e (c) pH por lactose

Pelas Figuras 4.3 e 4.4 (a, b e c¢), pode-se verificar que concentracdes altas
de lactose ndo sao favoraveis para a producgao de bioetanol. Para tanto, almejando

a producao de bioetanol por via priméria seguido de outros bioprodutos, o ideal é
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empregar condi¢cdes processuais com concentragcdes equivalentes ou ndo acima
de 88 g L de lactose. As variaveis temperatura e pH podem ser empregadas nas
faixas de 28 - 32 °C e 4,4-5 e 6-6,6 para bioetanol e biomassa celular,
respectivamente, conforme Figuras 4.3 e 4.4.

Este comportamento em relagdo ao uso de temperaturas menores também
foi mensurado por ZOPPELLARI & BARDI (2013). Os autores analisaram a
producédo de bioetanol a partir de soro de leite com K. marxianus e alcancaram
maiores producdes nas fermentacdes anaerdbias, conduzidas a 400 rpm, a 28 e
40 °C, obtendo 17,04 g L de bioetanol (quarto dia) e 14,91 g L (terceiro dia),
respectivamente. Por fim, concluiram que empregar o soro para a producao de
bioetanol é uma alternativa viavel e temperaturas menores favoreceram a
producéo.

A partir dos resultados estatisticos e analisando a Tabela 4.3, verifica-se que
o PSQD é facilmente metabolizado pela levedura e convertido em bioetanol e
biomassa. O comportamento observado pela presente pesquisa também foi
ressaltado em outros estudos, tais como, ASSUNCAO (2014); COTE et al. (2004);
SILVEIRA et al. (2005); GABARDO et al. (2014); FERREIRA et al. (2015); FASOLI
et al. (2016), GABARDO et al. (2016) e MURARI et al. (2018).

A relevancia em utilizar a levedura K. marxianus na producéo de bioetanol
se deve ao fato de ela converter a lactose em monossacarideos de forma direta, ou
seja, ndo é necessario um processo hidrolitico induzido. As proprias enzimas de B-
galactosidase sdo produzidas por esta levedura durante seu metabolismo e
produzem a quebra da lactose. Assim, as enzimas [(-galactosidade e lactose
permease sao decodificadas para desempenharem papéis essenciais dentro do
metabolismo, pois a lactose permease realiza o transporte da lactose através da
membrana citoplasmatica para o interior da célula (GUIMARAES et al, 2010,
GABARDO, 2011) e a B-galactosidade é responsavel pela hidrélise da lactose em
glicose e galactose (GUIMARAES et al, 2010, GARBADO, 2011; FERREIRA et al.,
2015; FASOLI et al., 2016; GABARDO et al., 2016; MURARI et al., 2018; MURARI
et al., 2019). Para HADIYANTO et al. (2014), estas variaveis sdo importantissimas
em bioprocessos que visam a producdo do composto bioetanol.

O comportamento cinético dos ensaios 1 ao 11 (Tabela 4.3) de crescimento
celular da levedura K. marxianus durante a producdo de bioetanol e biomassa

celular s&o apresentados na Figura 4.5.
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Figura 4.5 - Perfil cinético da levedura K. marxianus CCT 4086 para producao de bioetanol, biomassa celular, proteina microbiana (g L), consumo de
substrato lactose, glicose e galactose (g L) e pH dos ensaios do planejamento experimental fatorial 23
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No gue se refere ao consumo de substrato (Figura 4.5), observou-se que
houve conversdo da lactose em glicose e galactose, sendo a glicose consumida
guase em sua totalidade em todos os ensaios. Ja para a fonte de carbono
galactose, o mesmo comportamento néo foi observado, restando ao final dos
processos fermentativos um residual ndo consumido, o que pode ser indicativo de
uma provavel inibicdo por excesso de galactose, devido ao elevado teor de
bioetanol como pode ser verificado no ensaio 1 e 5, ou ainda, um possivel déficit
do nutriente oxigénio.

Para YOU et al. (2003), altas concentracdes de bioetanol inibem o
crescimento dos microrganismos, e segundo NAGODAWITHANA & STEINKRAUS
(1976) e MOT et al. (1985), o bioetanol produzido pela levedura pode ter um efeito
toxico nas células superior ao efeito causado pelo etanol adicionado ao meio
fermentativo.

Em relagcéo aos efeitos toxicos do bioetanol para as leveduras, pode-se fazer
uso de aditivos para promover a protecdo dos microrganismos em relacdo a
presenca do bioetanol no meio de cultivo, como no estudo de YOU et al. (2003)
onde foram adicionados diferentes composicdes de acidos graxos insaturados no
meio de cultivo. Os autores verificaram que o acido oleico e acido mono-
palmotoléico minimizaram os efeitos inibitdrios do bioetanol sobre o crescimento da
S. cerevisiae.

De acordo com HENDERSON & BLOCK (2014), a levedura S. cerevisiae
suporta determinadas concentracdes de etanol sem haver prejuizos metabdlitos,
devido a composi¢cdo da membrana celular deste género microbiano.

Nota-se que houve acidificacdo em todos 0s ensaios, visto que reduziram o
pH no decorrer da fermentacéo (Figura 4.5). Para tanto, a diminuicdo do pH na
solucdo é causada pela formacdo de &acidos, alcoois aromaticos e compostos
secundarios (NAGODAWITHANA & STEINKRAUS, 1976; THOMSON et al., 2005;
WIEBE et al., 2008; GUNESER et al., 2016). PARRONDO et al. (2009) e MURARI
et al. (2019) apresentaram a reducdo do pH como resposta para a producao de
etanol.

De acordo com a Figura 4.5, em relacéo a concentracdo proteica microbiana,
pode-se inferir, conforme ja citado por MURARI et al. (2018), que a levedura
K. marxianus é composta principalmente por proteinas, evidenciado a possibilidade

de exploracao deste bioproduto fermentativo para a producao de biomassa celular,
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comportamento constatado pela formagcdo de concentracdo proteica condizente
com a biomassa celular em todos os ensaios.

Na Tabela 4.6 sdo apresentados os resultados dos parametros cinéticos de
velocidade especifica de crescimento (), coeficiente de conversdo do substrato
em biomassa celular (Yx/s), conversdo de coeficiente de bioetanol e biomassa

celular (Yx/p), conversao de coeficiente de substrato em bioetanol (Yp/s),

produtividade de bioetanol (Qp) e converséo tedrica de substrato em bioetanol (n)
para a levedura K. marxianus CCT 4086 para o planejamento experimental

fatorial 23.

Tabela 4.6 - Parametros cinéticos para os ensaios do planejamento experimental fatorial 23 a partir
da levedura K. marxianus CCT 4086

Ensaios uyx (h)  Yx/s(99™) Yxp@9") Ypis(@9") QpL*th?) n (%)

1 0,05 0,06 0,15 0,39 1,52 72,83
2 0,16 0,08 0,28 0,30 0,86 55,59
3 0,04 0,04 0,21 0,19 0,59 34,45
4 0,04 0,02 0,14 0,14 0,43 26,65
5 031 0,08 0,71 0,18 0,35 32,89
6 0,56 0,12 0,58 0,20 0,86 37,16
7 0,08 0,06 0,52 0,12 1,11 23,21
8 0,12 0,05 0,91 0,06 0,40 10,68
9 0,31 0,05 0,17 0,32 1,00 59,11
10 0,31 0,05 0,16 0,30 0,96 55,07
11 0,30 0,05 0,17 0,29 0,96 54,75

Analisando a conversao de substrato (lactose) em bioetanol, pela Tabela 4.3,
tem-se que o0 ensaio 1 apresentou a maior producdo de bioetanol, com a maior
produtividade 1,52 g Lth?, rendimento (72,83 %), conversdo de substrato em
bioetanol (0,39 g g 1), obtendo-se uma concentracédo de 50,65 g L™ de bioetanol,
contudo com baixa producio de biomassa celular, 4,00 g L't (Figura 4.5). Neste
ensaio, nas 18 primeiras horas, néo foi observada alta producéo de bioetanol. Sua
producdo iniciou-se apos este periodo. Verifica-se que ha um aumento da producéao
de biomassa celular apés 9 h, isso pode ter ocorrido porque a producéo de bioetanol
foi atrasada e quando comecou a sua formacdo, a biomassa ja havia sofrido
reducéo, promovendo um efeito da inibicdo do bioetanol no crescimento celular.

Este comportamento também foi observado por FASOLI et al. (2016) e
GABARDO et al. (2016), sendo considerado como periodo de adaptacéo para que

a levedura K. marxianus possa recuperar seu metabolismo fermentativo, e gerar
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bioprodutos (TAVARES et al., 2018). Salienta-se que a lactose € consumida na fase
estaciondria como requesitos energéticos (PARRONDO et al., 2009).

Constata-se que os dois ensaios com maior produtividade em bioetanol
(ensaio 1 e 7), empregaram temperatura (X1) and pH (X2) iguais, tendo como Unica
variavel a concentracdo de lactose. Acredita-se que o excesso de lactose do PSQD
pode ter desfavorecido a producao de bioetanol, provocando inibicdo e favorecendo
o crescimento celular (ANDREWS, 1968). DRAGONE et al. (2011) e MURARI et al.
(2019) indicaram que altas concentracdes de lactose e elevadas temperaturas
diminuem o rendimento da producédo de bioetanol. Ademais, DRAGONE et al.
(2011) atribuem esta reducdo de producdo a desnaturagcdo das membranas
celulares das leveduras. Além disso, segundo GABARDO et al. (2014), o
metabolismo da lactose e a bioconversdo em bioetanol diferem-se entre as estirpes.

De modo geral (Tabela 4.3, 4.6 e Figura 4.5), nota-se que 0S ensaios
conduzidos com concentracdo de lactose de 264 g L apresentaram-se mais
favoraveis para a producédo de biomassa celular do que para a producdo de
bioetanol. Vale ressaltar que mesmo que haja processo inibitorio devido ao excesso
de lactose, sempre que havera maiores producdes de células e menor producao de
bioetanol (CHIN et al., 2015).

Emrelacdo a composi¢éo do PSQD, para PARRONDO et al. (2009), o mosto
fermentativo contendo K. marxianus ndo consegue assimilar todas as fontes de
nitrogénio contidas no soro de leite. Nessa vertente, ensaios conduzidos com soro
de leite enriquecido com peptona bacteriologica e extrato de levedura para uma
estirpe de K. marxianus identificaram inibicdo do crescimento celular, ja que o soro
€ rico em nutrientes e a adicdo de fontes de nitrogénio pode levar a diminuicdo do
metabolismo celular, afetando a formag¢ao de produtos (GABARDO et al. 2014). O
mesmo pode ter ocorrido com os ensaios conduzidos a elevadas concentragdes de
lactose oriundas do PSQD nesta pesquisa, ja que sua composi¢cao € muito similar
a do soro de leite, pois e € rico em lactose (70 - 90 % p/p), proteinas e sais minerais
(MOULIN & GALZI, 1984; GONZALEZ-SISO, 1996; PRAZERES et al., 2012;
ZACARCHENCO et al., 2012; HU & DICKSON, 2015; WOYENGO et al., 2015.
MURARI et al., 2018).

Quanto ao coeficiente de bioetanol e biomassa celular (Yx,p), (Tabela 4.6), o

ensaio 8 converteu 0,91 g g, ensaio este com producéo consideravel de biomassa

celular e baixa producédo de bioetanol. J4 o ensaio 6 atingiu valores elevados de
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ux= 0,56 ht e Yx;s = 0,12 g g?, condicdo com baixa producido de bioetanol e
elevada producao de biomassa celular.

O ensaio 7 (29 °C, 6,5, 264 gL™') apresentou maior concentracio de
biomassa celular, 9,44 g L'}, em 45 h de fermentacéo (Tabela 4.3). A reducgéo de
producédo de bioetanol, ao comparar com 0 ensaio 1, pode estar relacionada ao
aumento do pH (X2) e concentragao da lactose (Xs).

FERREIRA et al. (2015) avaliaram a fermentacdo com mistura de bagaco de
cana e soro de ricota e K. marxianus, obtendo 49,65 g L™? de bioetanol com
biomassa celulésica de 80 g L, pH 5,05, agitagdo de 65 rpm e temperatura de
39,2°C, resultado similar ao obtido por esta pesquisa no ensaio 1.
SANSONETTI et al. (2009) produziram bioetanol com K. marxianus e 4,6—
4,8 % (v/v) de permeado de soro de queijo a 37 °C, 150 rpm, pH 5 e adicao de
oxigénio dissolvido de 0,2 %. Os autores obtiveram 5 g L™* de bioetanol em 18 h de
processo.

MURARI et al. (2018) avaliaram o efeito da agitacdo na producéo bioetanol
com a K. marxianus URM 7404 com soro e permeado de soro de leite
desproteinizado, e observaram que este produto foi obtido em maiores proporc¢des
em condi¢bes anaerObicas. DELGENES et al. (1986) também investigaram o
metabolismo da levedura K. marxianus em condi¢cbes aer@bicas, anaerdbicas e
microaerodfilas em D-xylose, e observaram que a taxa de aeracéao influenciou a taxa
de crescimento celular e producdo de bioetanol. Apesar disso, a levedura
K. marxianus € facultativa em termos de necessidade do componente oxigénio
(FERREIRA et al., 2015; NACHAIWIENG et al., 2015; FASOLI et al., 2016), de
forma que o presente estudo empregou a agitacdo promovida pela incubadora
orbital do tipo shaker com 100 rpm.

As diferencas de rendimento de bioetanol (Tabela 4.6) pode ser explicada
pelas variagbes dos parametros de fermentagdo, como pH inicial, temperatura,
agitacdo e suplementacdo de nutrientes, conforme j4 citado por
LAINEZ et al. (2019).

LUCERO et al. (1993); ENTIAN (1997); DOES & BISSON (1998); OZMIHCI
& KARGI (2007c); STANISZEWSKI et al. (2009) relataram que comportamentos,
como da Figura 4.6, podem ser explicados, devido a glicose ser rapidamente
metabolizavel pelas mais diversas espécies de microrganismos. Assim,

dependendo das condicdes de cultivo, pode ocorre a inibicdo/repressdo da
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expressao de genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo de outras
fontes de carbono, particularmente, enzimas envolvidas na glicogénese, ciclo do
acido tricarboxilico e do acido glioxilato, e ao catabolismo de acucar fornecido ao
meio, tais como, maltose, sacarose e galactose.Portanto, ndo sendo capaz de
metabolizar todas as fontes de carboidratos, limitando a continuidade do processo
fermentativo.

Por fim, de acordo com a Figura 4.5, em relacdo a concentracdo proteica
microbiana, pode-se inferir conforme ja citado por MURARI et al. (2018), que a
levedura K. marxianus é composta principalmente por proteinas, evidenciando a
possiblidade de exploragdo deste subproduto fermentativo para a producdo de

biomassa celular.

4.3 Modelagem matematica para o planejamento experimental fatorial 23

Desenvolveu-se um estudo com os dados experimentais apresentados no
item 4.2, com o objetivo de identificar hipdéteses quanto as caracteristicas
especificas dos bioprocessos, avaliando possibilidades de alteracdo nos modelos
e refino das estimativas iniciais de regressao.

Para a construcdo do modelo, empregou-se o0 conjunto de ensaios, sob
mesmas condi¢des cinéticas que resultaram em maior producéo de bioetanol, ou
seja, ensaios 1 e 5 que foram conduzidos a 29 °C, pH 4,5 e 88 e 264 gL de
lactose, respectivamente. Os dados experimentais destes ensaios estédo

apresentados na Figura 4.6.
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Figura 4.6 - Dados cinéticos dos Ensaios 1 e 5 do planejamento experimental fatorial 23 da
levedura K. marxianus CCT 4086 em relacdo a (a) biomassa celular, (b) consumo do substrato e

(c) bioetanol
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Pela Figura 4.6 (a-c), os dados cinéticos compreendem tanto a fase de
crescimento quanto a fase de morte celular, logo o modelo também tem que prever
estes fendbmenos, ou seja, deve-se considerar um termo de inibicdo pelo substrato
e a possiblidade de representar a fase de morte celular. Assim, a partir destas
condigcdes podem verificar que até 18 h, houve crescimento celular devido ao
consumo do substrato (= 88 %), depois disso, praticamente ndo tendo mais
substrato no meio de cultivo, tendo reducdo da biomassa (ensaio 1).

Para o0 ensaio 5, o crescimento da biomassa e consequentemente o
consumo de substrato (= 42 %) foi mais lento, porém a concentracdo de biomassa
foi maior, devido a maior concentragdo de lactose neste ensaio. Este
comportamento deve-se, pois, concentracbes maiores de substrato lactose
favorecendo o crescimento celular (ANDREWS, 1968). Este comportamento perfil
cinético acontece, pois, a glicose é consumida rapidamente por ser o
monossacarideo preferido pelas mais diversas espécies de microrganismos
(LUCERO etal., 1993; ENTIAN, 1997; DOES & BISSON, 1998, OZMIHCI & KARGI,
2007c, STANISZEWSKI et al., 2009) inclusive pela K. marxianus avaliada nesta
pesquisa.

Diante disso, as condices do modelo podem apresentar-se pelo termo de
inibicdo do substrato (Kis), na presenca de um termo exponencial de inibicdo pelo
produto ou substrato (Kis ou Kip), associando a morte celular através da constante
(kd), ou ainda, pela constante de morte celular (kd) no balanco material da
biomassa ha morte celular.

Nessa perspectiva, os modelos avaliados inicialmente foram Edwards
(EDWARDS, 1970) e Phisalaphong (PHISALAPHONG et al., 2006). Os resultados
obtidos para a simulacdo dos dados experimentais pelos modelos estédo dispostos
nas Figuras 4.7 (a-c) e 4.8 (a-c) e os parametros de ajuste dos modelos encontram-

se naTabela4.7.
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Figura 4.7 - Simulacéo dos dados dos Ensaios 1 e 5 do planejamento experimental fatorial 23 da
levedura K. marxianus CCT 4086 pelo modelo de Edwards em termos de (a) biomassa celular, (b)
consumo do substrato e (c) bioetanol
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Figura 4.8 - Simula¢éo dos dados dos Ensaios 1 e 5 do planejamento experimental fatorial 23 da
levedura K. marxianus CCT 4086 pelo modelo de Phisalaphong em termos de (a) biomassa
celular, (b) consumo do substrato e (c) bioetanol

Tabela 4.7 - Pardmetros de Critério de Akaike para os ajustes dos modelos

Modelo Funcéo Objetivo Critério de Akaike (AIC)
Edwards 15,25 -12,19
Phisalaphong 14,35 -29,54
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Conforme as Figuras 4.7 e 4.8 (a-c) e Tabela 4.7, em ambos os parametros
o0 modelo de Phisalaphong superou o modelo de Edwards, indicando-o como uma
melhor alternativa para representacdo dos dados experimentais. Contudo, ainda &
possivel supor, devido aos valores de R2, que o modelo pode ser ajustado para um
melhor desempenho. Em que o modelo de Edwards foi analisado quando a 8
parametros, o modelo de Phisalaphong por 10 e o novo modelo proposto a partir
de 13 parametros ajustados.

Para isso, um novo modelo foi desenvolvido considerando o comportamento
da cinética de crescimento, a da regulacdo da fase de crescimento versus fase de
morte, do coeficiente de manutencao celular e liberagao de bioetanol residual.

Nessa perspectiva, salienta-se que a regulacao da fase de crescimento e
morte celular em um Unico modelo € uma etapa critica, visto que a morte celular
raramente € estudada nos modelos cinéticos disponiveis na literatura. Para a
validacéo, o ajuste dos dados experimentais com o modelo proposto foi comparado
com o ajuste em quatro cenarios, sendo o cenario de melhor perfil representado
pela Figura 4.9 (a-c) e a comparagdo com 0S cenarios citados encontra-se na
Tabela 4.8.

Cenario 1: Modelo de Phisalaphong sem modificacao.

Cenario 2: Modelo de Phisalaphong com regulacdo da fase de crescimento
e morte.

Cenério 3: Modelo de Phisalaphong com termo de manutencgéo celular e
regulacédo da fase de crescimento e morte.

Cenario 4: Modelo proposto, baseado no modelo de Phisalaphong, com
adicdo dos termos de liberagcdo de bioetanol residual e manutencdo celular e

regulacédo da fase de crescimento e morte.
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Tabela 4.8 - Parametros de Critério de Akaike dos testes realizados para validagdo do modelo

proposto
Modelo Funcéo Objetivo Critério de Akaike (AIC)
Cenario 1 14,35 -29,54
Cenario 2 13,56 -49,52
Cenario 3 13,25 -57,31
Modelo proposto 12,31 -60,32

Pela Tabela 4.8, o aumento do nimero de parametros de um modelo
naturalmente aumenta a precisdo do ajuste e, consequentemente, o coeficiente de
determinacao (R?). Por isso, para validar se um novo parametro representa, de fato,
o comportamento do fenbmeno, observa-se a resposta do critério de Akaike.

A implementacdo das condicbes propostas gradualmente melhora o
resultado do ajuste (Tabela 4.8) e valida-se, assim, um modelo cinético mais
representativo para a fermentacdo estudada, baseado na premissa de
confiabilidade construida pela restricdo dos ajustes a dois ensaios combinados de
diferentes concentracdes de substrato, na temperatura e pH iguais. Além disso,
foram avaliados os parametros cinéticos a partir do modelo, que estéo dispostos na
Tabela 4.9:

Tabela 4.9 - Valores dos parametros cinéticos estimados pelo modelo proposto

Parametros Unidades Valores
Umax ht 0,50
Ks gL? 0,80
Kis gLt 28,40

P Xmax gL? 26,30
Yxs ggl 0,62
Kd ht 0,02
Kcm gL? 0,17

Vmax ht 0,52
KsP gL? 19,20
KisP gL? 1,56

Ppmax gL? 45,60
Yps gg? 0,62
Kp ht 0,06

A Tabela 4.9 apresenta os 13 parametros estimados pelo modelo proposto
a partir das estimativas iniciais. E, quanto aos graus de liberdade, o nUmero de
dados experimentais que foram usados: tem que somar o numero de dados
experimentais para biotanol, biomassa e substrato.

Ainda, pela Tabela 4.9, salienta-se que baixos valores de Pxmax, Kis e KisP
(26,3, 28,4 e 1,56 g L'}) obtidos neste estudo em comparagdo aos dispostos em
estudos de ARIYAJAROENWONG et al. (2016) (83,35gL™; 308,13gL? e
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299,67 gL?Y) e de TRIGUEROS etal. (2016) (25-150gL?; 80-110gL™? e 65-
200 g L) exibem a alta inibicdo do substrato e do produto, respectivamente, no
crescimento.

Desta forma, a determinacdo destes parametros ajustados possibilita a
avaliacdo de aspectos fermentativos e aplicacdes industriais, assim como permite
projetar equipamentos a operar nestas mesmas condi¢cfes citadas pela presente

pesquisa e dentro das condi¢cdes experimentais delimitadas pela modelagem.

4.4 Producéao de bioetanol: delineamento composto central rotacional

Os ensaios referentes ao DCCR (12 -22), conforme descritos em materiais e
métodos (item 3.5), os ensaios foram fermentados por um tempo de 58 h para a
producado de bioetanol. Entretanto, a analise estatistica foi realizada no tempo de
40 h. A Tabela 4.10 apresenta o efeito dos resultados médios da producao de
bioetanol (g L") em 40h para o DCCR.

Tabela 4.10 - Matriz do delineamento composto central rotacional com os valores reais das
variaveis averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L) para a levedura
K. marxianus CCT 4086 em 40 h

. Variaveis independentes Variavel resposta

Ensaios  “Temperatura (°C) (Xs)  pH (Xs) Bioetanol (g L) (V)
12 22,9 2,8 13,53+0,09
13 37,1 2,8 24,19+0,04
14 22,9 4,2 23,9540,09
15 37,1 4,2 40,97+0,08
16 20 3,5 30,00+0,07
17 40 3,5 44,97+0,06
18 30 2,5 8,75+0,10
19 30 4.5 27,80+0,09
20 30 3,5 45,95+0,07
21 30 3,5 44,91+0,08
22 30 35 40,73+0,07

Ao realizar a analise estatistica em 58 h e avaliar o comportamento cinético
destes ensaios (12-22), percebeu-se que, entre 21 - 40 h de fermentagdo, com
excecdo de 4 ensaios, todos os demais encontravam-se com concentracdes de
substrato “carbono” abaixo de 10-15 g L. Este valor implicava diretamente no
comportamento do bioetanol, fazendo com que este pouco se elevasse,
estabilizasse ou até mesmo caisse, 0 mesmo ocorrendo com o himero de células

viaveis. Por este motivo, o planejamento DCCR foi avaliado em 40 h e ndo 58h.
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Entretanto, os dados estatisticos de 21 h e 58 h encontram-se apresentados no
Apéndice E.

Analisando a Tabela 4.10, nota-se que as maiores producdes de bioetanol
ocorreram nos ensaios do ponto central, valor médio igual a 43,86 g L™ (30 °C e pH
3,5) e ensaio 17 (40 °C e pH 3,5), com 44,91 g L* de bioetanol. Verifica-se que
ambos 0s ensaios possuem o mesmo pH, diferindo na temperatura, bem como as
duas temperaturas estdo na faixa 6tima para a levedura em estudo, 30 a 52 °C,
segundo ROSSI et al. (2009) e LANE & MORRISSEY (2010).

A andlise estatistica dos resultados do DCCR foi realizada por meio do
Diagrama de Pareto (Figura 4.10), estimativa de efeitos principais e interagcdes das
variaveis (Tabela 4.11), analise de variancia (ANOVA) (Tabela 4.12), modelo de
regressao (Eqg. 4.3), grafico dos valores preditos por valores observados (Figura
4.11), além de superficies de contorno e resposta (Figura 4.12) para avaliar as

variaveis significativas no processo de producéo de bioetanol (Y3).

1,248499

pH (Q) -12,420]

pH (L) 7 49964

Temperatura °C (L) B 771642

Temperatura °C (Q) 3 54842

Temperatura x pH

p=0,05

Figura 4.10 - Diagrama de Pareto com efeitos das variaveis e interacdes averiguadas no
delineamento composto central rotacional ao nivel de confianca de 95% para a variavel bioetanol
para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 40 h
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Tabela 4.11 - Estimativa de efeitos principais e interaces entre as variaveis analisadas no
delineamento composto central rotacional em 58 h de fermentacéo para a variavel bioetanol para a
levedura K. marxianus CCT 4086 em 40 h

Resposta Variaveis Efeito p-valor  Coeficiente Erro padrdo do

coeficiente
Média/lntercepto 43,85  0,000001 43,85 1,47
Xa (L) 12,24  0,001067 6,12 0,90
v X4(Q) -7,67  0,016450 -3,84 1,08
3 Xs (L) 13,46  0,000666 6,73 0,90
Xs5(Q) -26,25 0,000060 -13,12 1,06
X4 X Xs 3,18 0,267794 1,59 1,28

R2: 0,98098 (Y3).
(L) é condigdo linear e (Q) quadratica.

Tabela 4.12- Andlise de variancia (ANOVA) dos ensaios do planejamento delineamento composto
central rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 40 h

Resposta Fonte de Soma Graus de Média
variancia Quadratica Liberdade Quadréatica Fealc Ftab
(SQ) (GL) (MQ)
Modelo 1750,51 4 437,63 67,24 5,19
Y3 Erro 32,54 5 6,51
TOTAL 1711,45

Analisando o Diagrama de Pareto (Figura 4.10) e o p-valor (Tabela 4.11)
num intervalo de confianca de 95 % (p-valor<0,05), verifica-se que dentre as
variaveis avaliadas, a temperatura (X4) e o pH (Xs) foram significativas
positivamente para a producao de bioetanol na condicédo linear e negativamente na
condicdo quadratica, ou seja, quanto menor (X4) e (Xs) na condicdo quadratica,
maior sera a obtencédo de bioetanol, e quanto maior (Xa) e (Xs) na condicdo linear,
maior sera (Y3).

Observa-se, nas Tabelas 4.11 e 4.12, que o modelo se apresentou
significativo para fins preditivos, proporcionando um coeficiente de determinacéo
de R? 0,98098. Aplicando o teste F, tem-se que o valor de F(calc) = 67,24 foi
aproximadamente 13 vezes maior que o F tabelado (Ftab4,5,0,0s = 5,19) num intervalo
de confianca de 95 % (BARROS et al., 2010). Além disso, o modelo de regressao
proposto obtido a partir das variaveis reais (Eq. 4.3) é valido para a producao de
bioetanol descrevendo o comportamento da levedura K. marxianus CCT 4086 em

PSQD para a formac&o do composto de interesse (Y3) em 40 h de bioprocesso.

Y3 =-378,68 + 4,31Xa4 - 0,08X42 +187,51Xs - 26,78Xs52 +0,32 X4:Xs Eq. (4.3)
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O modelo de variancia obtido pela ANOVA pode ainda ser avaliado pelo
comportamento observado no gréafico de valores preditos pelos observados,

conforme apresentado na Figura 4.11 e pela superficie de contorno e de resposta
(Figura 4.12).

o
o

m © IS B
=) a S @

Valores preditos
B
8 &
o
o

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Valores observados

Figura 4.11 - Resultado estatistico do delineamento composto central rotacional para a levedura
K. marxianus CCT 4086 para os valores preditos pelos valores observados para a variavel
bioetanol em 40 h
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Figura 4.12 - Superficie de contorno (a) e de resposta (b) do delineamento composto central
rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 para a variavel bioetanol em 40 h

A Figura 4.11 apresenta que os valores observados estdo em concordancia
em relacdo aos valores preditos, sendo que o modelo de bioetanol é explicado por
98% de variancia, indicando correlacdo entre os valores e apresenta confiabilidade
(REENCHER & SCHAALJE, 2007; BARROS et al., 2010; MURARI et al., 2019).

A andlise estatistica mostrou que os fatores temperatura e pH influenciam
na producao de bioetanol quando utiliza-se PSQD e K. marxianus, sendo a faixa
de pH o6tima para a producéo de 3,5 - 4,0, e temperatura entre 36 e 40 °C. Estes

sdo condizentes com a literatura, a qual indica que o crescimento desenvolveu-se
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entre a faixa de temperatura usual do espectro de termotolerancia (FONSECA et
al., 2008; ROSSI et al., 2009; LANE & MORRISEY, 2010; LANE et al., 2011,
FERREIRA et al., 2015; NACHAIWIENG et al., 2015; FASOLI et al., 2016; MURARI
et al., 2018; MURARI et al., 2019).

Na Tabela 4.13 s&o apresentados o nimero de células viaveis (NCV mL?Y) e
os resultados dos parametros cinéticos de velocidade especifica de crescimento

(kx), conversao de coeficiente de substrato em bioetanol (Yp/s), produtividade de

bioetanol (Qp) e conversao tedrica de substrato em bioetanol (n) para a levedura
K. marxianus CCT 4086 para o delineamento composto central rotacional. O
comportamento cinético dos ensaios 12 ao 22 representados pelo crescimento
celular da levedura K. marxianus durante as bioconversdes estao apresentados na
Figura 4.13.

Tabela 4.13 - Pardmetros cinéticos para os ensaios do delineamento composto central rotacional
a partir da levedura K. marxianus e CCT 4086

Ensaios  NCV (108 mL%) 40 h py (h™) Yps (9 97 Qp(gLh?)  n (%)
12 0,55 0,14 0,50 0,34 93,56
13 0,26 0,20 0,52 0,60 97,57
14 3,25 0,30 0,41 0,59 76,43
15 0,96 0,43 0,48 0,72 90,98
16 3,05 0,30 0,52 1,11 97,87
17 0,86 0,38 0,32 1,27 59,82
18 0,50 0,15 0,36 0,32 67,21
19 2,68 0,44 0,48 0,56 90,24
20 2,93 0,31 0,58 1,14 94,11
21 2,28 0,28 0,54 1,15 93,88
22 2,34 0,30 0,56 1,06 95,36
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lactose (g L) e pH dos ensaios do delineamento composto central rotacional
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Analisando a Tabela 4.10, a maior producao de bioetanol em 40 h se deu no
ponto central, a 30 °C, pH 3,5 e 88 g L! de lactose, nos ensaios 20, 21 e 22, sendo
45,95, 44,91 e 40,73 g L%, respectivamente. Em rela¢do ao crescimento celular
(Tabela 4.13), o ensaio com maior producéo foi o 14 (37,1 °C e pH 4,2) com
3,25.108 NCV mL?* no mesmo tempo de processo (40 h), seguido do ensaio 16
com 3,05.108 NCV mL? e os ensaios 20, 21 e 22 (ponto central), com média de
2,52.108 NCV mL™ ! e desvio padréo de 0,35.

Quanto aos parametros cinéticos (Tabela 4.13), a velocidade especifica de
crescimento (py) foi melhor para o ensaio 7 (1 = 0,38 h'l), o coeficiente de substrato
em bioetanol (Yp/s) foi melhor para os ensaios do ponto central, sendo 0,58, 0,54 e
0,56 g g%, respectivamente. Enquanto a produtividade foi melhor para o ensaio 17
(1,27 g Lt h'Y), a converséo tedrica de substrato em bioetanol (n) apresentou os
melhores valores para os ensaios 16 e 13, com 97,87 e 97,57 % de rendimento,
respectivamente.

Como ja mencionando ao se observar a Figura 4.13, se verifica que as
fermentacdes alcodlicas foram desenvolvidas por 58 h no intuito de avaliar a maior
producéo e rendimento em bioetanol, contudo, observou-se um efeito negativo no
tempo, a partir de 40 h, com queda ou baixa producédo de células viaveis a partir
deste tempo, pois pelos perfis cinéticos (Figura 4.13), nota-se a diminui¢do da fonte
de carbono (lactose total) em quase todos 0s ensaios.

E possivel constatar um processo inibitério pela insuficiéncia ou baixas
concentracbes de acucares, indicando que a levedura K. marxianus CCT 4086
apresenta uma limitacdo em termos de carbono quando as concentracdes deste
nutriente estiverem abaixo de 10 g L. Visto que, para dar continuidade as
bioreac0des, faz- se necessario a adicdo de pulsos deste nutriente, caso queira-se
aumentar a concentracao de bioetanol, tornando o processo, ao invés de batelada,
batelada alimentada. Caso contrario, o processo deve ser cessado antes de 40 h,
sendo necessario um novo estudo entre 21- 40 h para determinar o melhor tempo
para a producao de bioetanol e célula, se estes forem os produtos de interesse.

Outrossim, ainda é possivel identificar (Figura 4.13) que houve uma leve
acidificacdo em todos os meios, sendo que o0 processo entrou em fase estacionaria
de crescimento, em torno de 9 h (ensaios 12-22), indicando que houve conversdo
de lactose em bioprodutos fermentados. Para TORTORA et al. (2010), a diminuicdo
do pH no meio reacional é provocada pela formacdo de acidos, resultantes do
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metabolismo das leveduras e expelidos para o meio fermentativo, promovendo a
estabilizacdo do pH que é um indicativo do cessar do crescimento microbiano. Este
comportamento estacionario também observado por FASOLI et al. (2016),
TAVARES et al. (2018) e MURARI et al. (2018).

Nessa perspectiva, ANDREWS (1968), SCHMIDELL et al. (2001) e CHIN et
al. (2015) descreveram que, em processos etanolicos, o pH baixo colabora para a
formacdo de bioetanol, contudo, pode inibir o crescimento celular. Ainda, em
relacdo a fase estacionaria, salienta-se que, além da formacdo de metabdlitos
secundarios, inibitérios ou téxicos, a viscosidade do mosto fermentativo pode
influenciar na transferéncia do nutriente oxigénio para o0 meio e por consequente,
uso do oxigénio pelas leveduras (SCHMIDELL et al., 2001).

Segundo MURARI et al. (2018), a producdo de bioetanol € possivel em
condicOes aerdbicas, pois com a aera¢do ha um estimulo pelo consumo da lactose,
bem como na conversdo em seu monossacarideos. Para YOUSEF (2015), este fato
€ possivel para a levedura em estudo, pois devido a inibicdo da respiracdo em
ambientes agitados, ha uma saturacdo do meio, proporcionando o Efeito Crabtree
(ZOPPELLARI & BARD, 2013).

Em relacdo a aeracdo, a levedura do género Kluyveromyces é Crabtree
negativa, ou seja, possui a capacidade em obter elevadas taxas de crescimento
celular em aerobiose e alta concentracdo de bioetanol em condicdes de
anaerobiose (SUZART & DIAS, 2007; FONSECA et al, 2008; LANE &
MORRISSEY, 2010; DASHKO et al., 2014). Entretanto, a levedura comumente
mais empregada é a S. cerevisiae, que € Crabtree positiva (BELLAVER et al.,
2004).

Considerando a producdo de bioetanol e células microbianas, para
NAGODAWITHANA & STEINKRAUS (1976), o bioetanol produzido pela levedura
pode ocasionar efeito toxico maior nas células do que o efeito causado pelo etanol
adicionado no mosto fermentativo.

SILVEIRA et al. (2005), empregando a mesma levedura desta pesquisa em
240 g L™ de lactose a 250 rpm e 30 °C, obtiveram 57g L™ de bioetanol. Ja
HADIYANTO et al. (2014) produziram bioetanol a partir de soro de leite e
K. marxianus em reator batelada alimentada (30 °C e pH 4,5) na concentracao de
bioetanol (5,46 g L), com velocidade especifica de crescimento de 0,186 h' e

converséo de substrato em bioetanol Y pis 0,21 g g2

129



JIN et al. (2016) alcancaram 89,5 % de conversdo em bioetanol com a
levedura S. cerevisiae, utilizando permeado de soro de leite e 30 % de trigo como
substrato, entretanto os autores mencionam que a lactose em sua pesquisa foi
menos favoravel para a producdo de bioetanol ao ser comparada ao amido
presente no trigo.

BACH (2012) também avaliou a producao de bioetanol com S. cerevisiae em
soro de queijo e obteve 5,60 % (v/v) de bioetanol em 59 h (28 °C, pH = 6,00, 0,10
% de enzima lactase).

Diante do explanado, destaca-se que as condicdes experimentais dos
melhores ensaios produtores de bioetanol estdo condizentes entre si, visto que para
o planejamento experimental fatorial 23 o0 ensaio 1 (29 °C, pH 4,5 e 88 g L™ de
lactose) obteve concentrac&o de 50,65 g L™ em 45 h e para 0 DCCR os ensaios do
ponto central (30 °C, pH 3,5 e 88 g L de lactose) formaram em média 43,87 g L
deste composto em menor tempo (40 h), assim, destaca-a diferenca para o valor
de pH.

O DCCR conduzido por 58 h, ao ser analisado sob o ponto de vista industrial,
nao seria um bom processo, devido a baixa variagcdo na producéo de bioetanol nos
tempos de 40 a 58 h. Visto que esta diferenca no tempo processual, ocasionam

custos operacionais, mao-de-obra e espaco fisico empregados.

4.6 Bioprodutos

Dentre os bioprodutos formados durante os bioprocessos realizados com
PSQD e a K. marxianus CCT 4086 (ensaios do planejamento experimental fatorial
23 e DCCR), estéo as celulas microbianas (levedura), galacto-oligossacariedos e
0s acidos organicos.

Deste modo, a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086 foi
caracterizada em termos de composicao quimica elementar e teor de proteinas em

58 h, conforme apresentado pela Tabela 4.14.
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Tabela 4.14 - Caracterizagédo da composi¢do quimica elementar e proteica da levedura
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 (seca) em 58 h

Elementos Simboloss Concentracdo (mg kg?) IDR (mg kgh)* (%)
Fosforo P 20800,79 700
Enxofre S 6226,45
Cloro Cl 16238,52
Potassio K 63183,63 3500
Célcio Ca 2515,47 800 - 1200
Vanadio Vv 6,88 0,5-5
Ferro Fe 553,96 15
Cobre Cu 11,09 1,5-3
Zinco Zn 108,81 12 -15
Proteina 50 74,54

* Ingestao diaria recomendada (FAO, 1991).

Analisando a Tabela 4.14, nota-se que a composi¢ao da levedura é rica em
elementos quimicos essenciais a nutricAo humana, 0s quais possuem
recomendacdo diaria de consumo (FAO, 1991). Dentre os elementos, o0 potassio e
o fésforo apresentaram as maiores concentracdes, respectivamente.

A proteina de origem microbiana pode ser uma solucdo para atender a
demanda mundial por alimentos e proteinas alimentares (SCRIMSHAW, 1968; UN
DESA, 2017). Dessa forma, a levedura K. marxianus CCT 4086 seca apresentou
74,54 + 0,17 % de proteina, sendo uma concentracao viavel por se tratar de uma
levedura ndo patogénica (LANE & MORRISSEY, 2010).

Segundo ARAUJO et al. (2009) e NASSERI et al. (2011), a producéo de
biomassa microbiana pode chegar a aproximadamente 70 % do contetdo
microbiano proteico dissecado, disponibilizando a qualidade nutricional comparavel
a de um ovo de galinha.

Dessa forma, destaca-se o potencial de aplicagcédo da levedura K. marxianus
CCT 4086 na alimentagdo humana e animal em virtude da sua composi¢cao
nutricional. Pois, além de ser uma fonte rica em proteinas, esta levedura apresenta
minerais essenciais para a salde alimentar e recomendados pela FAO (1991), com
0 intuito de suprir as necessidades de nutrientes.

Além disso, a K. marxianus € um microrganismo com precarias restricoes de
uso, além de ser reconhecida por ser GRAS (Generally Regarded As Safe) e QPS
(Qualified Presumption of Safety) nos Estados Unidos e Europa (LANE &

MORRISSEY, 2010).
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Ademais, a biomassa celular pode ser consumida diretamente em
formulagcdes para alimentacdo animal como célula intacta, na forma lisada com
suas partes internas e externas extraidas e processadas ao serem empregadas
como ingrediente ou um substituto para alimentos ricos em proteinas, ou ainda, na
forma suplementos e aditivos alimentares como os intensificadores de sabor e
agentes que influenciam a textura dos alimentos (UGALDE & CASTRILLO, 2002).

Nessa perspectiva, uma alimentacdo adequada e balanceada, promove
saude, bem estar e qualidade de vida, assegurando as reacfes saudaveis do corpo
e prevenindo doencas (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001; RODRIGUES et al., 2012;
SMITH et al., 2016).

Como citado por SMITH et al. (2016), a biomassa microbiana oriunda da
levedura K. marxianus pode proporcionar acfes prebidticas ao produto, além de
ser probidtica. PENDON et al. (2020) também afirmaram que as células da
K. marxianus possuem efeito probidtico no organismo.

A formacdo de oligossacarideos de lactose pela reacdo de
transgalactosilagdo com a enzima B-galactosidase € denominado por galacto-
oligossacarideos, os GOS. Assim, a Tabela 4.15 dispde da concentracdo do GOS
para os bioprocessos advindos da levedura K. marxianus CCT 4086. No Apéndice
F, pode ser visualizado o cromatograma do Ensaio 1, em 45 h de fermentacéo,
detectado por CLAE.

Na Tabela 4.15, destaca-se que a maior producao de GOS ocorreu no ensaio
7 (29 °C, pH 6,5 e 264 g L de lactose), obtendo-se 20,30 g L! de GOS, seguido
do ensaio 8 (45 °C, pH 6,5 e 264 g L de lactose) com 13,60 g L. Ambos ensaios
foram conduzidos na mesma concentragdo de lactose e pH, tendo, como Unica
variavel distinta, a temperatura de realizacdo da biotransformacéo da lactose do
PSQD pela Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em GOS. Além disso, nota-se que
estes ensaios (7 e 8) produziram baixas concentracbes do composto bioetanol,
obtendo-se 29 e 12,80 g L%, respectivamente.

A condicdo menos favorecida pela reagéo de transgalactosilagéo foi o ensaio
12 (3,91 g L't de GOS), realizado com 88 g L de lactose a 37,1 °C e pH 2,8. Esta
reducao de sintese pode ser justificada pelo baixo pH de realiza¢do do processo,

assim como a baixa concentracdo de lactose inicial.
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Tabela 4.15 - Formacédo de GOS total pela K. marxianus CCT 4086 nos bioprocessos

Ensaios GOStotal (g L) Tempo (h)
1 7,44 45
2 5,60 45
3 6,10 45
4 5,80 45
5 12,60 45
6 10,20 45
7 20,30 45
8 13,60 45
9 4,80 45
10 4,70 45
11 4,82 45
12 3,91 58
13 8,40 58
14 6,10 58
15 8,01 58
16 8,54 58
17 8,83 58
18 5,21 58
19 8,40 58
20 8,50 58
21 8,60 58
22 8,40 58

Salienta-se ainda (Tabela 4.15) que, é possivel realizar a produgéo de GOS,
pelo processo de fermentacéo alcodlica (ensaios 1-22) sem que haja a adicdo da
enzima B-galactosidase ao bioprocesso. Isto indica o desenvolvimento natural da
bioconverséo da lactose pela K. marxianus em galacto-oligossacariedos, ou seja,
a capacidade de realizar o préprio processo hidrolitico e assim metabolizar a
lactose presente no PSQD nos bioprodutos de interesse.

Para INTANON et al. (2014) e FRENZEL et al. (2015), o processo de
formacédo de GOS é controlado e dependente dos fatores processuais, tais como a
temperatura, pH, concentracdo de lactose no substrato e de enzima adicionada.

MANERA et al. (2012) verificaram a sintese do GOS com enzima
B — galactosidase oriunda da K. marxianus em diferentes fluidos comprimidos,
indicando como viavel o uso desta enzima em reacdes de transgalactosilacao.

BASSETO et al. (2014) estudaram o processo de producdo de GOS a partir
do substrato soro concentrado de leite (40 % de lactose) por meio de fermentacao
sequencial, iniciando com a hidrolise pela enzima lactase advinda de Penicillium sp,
seguida da adicdo da bactéria Bifidobacterium animalis subsp lactis em 6 h. Apds

12 h de bioconverséo, os autores identificaram a formacéao de oligossacarideos.
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Dessa forma, os resultados (Tabela 4.15) estdo de acordo com o que prediz
a literatura, pois para haver o favorecimento da producdo de GOS € necessaria
elevada concentracdo de lactose, uma vez que a reacdo de transgalactosilacao
compete com a de hidrolise. Nestes ensaios (1-4 e 12-22), as concentragfes de
lactose sdo baixas, indicando assim, baixa formagéo de concentragdes de GOS.

Nessa vertente, segundo MAHONEY (1998), a reducdo do monossacarideo
glicose do meio fermentativo pode elevar os picos de oligossacarideos. Entretanto,
sabe-se que este nutriente pode ter sido convertido pela levedura em bioetanol,
biomassa microbiana e &cidos organicos, ou ainda, compostos volateis nao
identificados.

Ademais, destaca-se que nos fermentados avaliados detectou-se a
formacdo dos acidos acético, propidnico e valérico. Resultados estes que estao

apresentados na Tabela 4.16.

Tabela 4.16 - Formacéo dos acidos organicos pela K. marxianus CCT 4086 nos bioprocessos
Acidos organicos (g L)

Ensaios Acético Propibnico Valérico Tempo ()
1 9,94 3,15 - 45
2 8,37 7,75 2,55 45
3 9,01 3,83 3,86 45
4 7,92 7,23 3,32 45
5 9,97 6,83 - 45
6 10,76 10,70 - 45
7 - 10,52 -- 45
8 11,24 20,45 -- 45
9 11,13 10,62 -- 45
10 11,45 11,15 -- 45
11 10,8 10,96 -- 45
12 3,73 - 0,89 58
13 3,55 - 1,10 58
14 525 2,56 0,89 58
15 8,28 -- 1,50 58
16 3,44 - 1,25 58
17 6,42 4,60 1,34 58
18 2,60 - 1,75 58
19 3,42 - 1,99 58
20 2,60 - 1,12 58
21 2,55 -- 0,99 58
22 2,58 - 0,98 58

-- NAO DETECTADO.

Pela Tabela 4.16, nota-se que o acido acético esteve presentes em todos 0s
bioprocessos, apresentando maior producdo no ponto central dos ensaios 9, 10 e
11, sendo 11,24; 11,13 e 10,8 g L%, respectivamente. J& para o acido propidnico, a

maior produc&o ocorreu no ensaio 8 (45 °C, pH 6,5 e 264 g L de lactose), enquanto
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0 acido valérico teve maior deteccdo nos ensaios 2-4. Os demais acidos (latico,
férmico e butirico) foram produzidos em menores concentracdes na faixa de 0,5 a
2gLt

Esta producéo (Tabela 4.16) pode ser confirmada pela leve diminuicdo do
pH nos ensaios fermentativos (Figuras 4.5 e 4.13 ), a qual é ocasionada pela
formacdo  &cidos, alcoois  aromaticos e  compostos  secundarios
(NAGODAWITHANA & STEINKRAUS, 1976; THOMSON et al., 2005; WIEBE et al.,
2008; GUNESER et al., 2016), além da propria producéo de bioetanol (PARRONDO
et al., 2009; MURARI et al., 2019).

Nessa vertente, para LIMA et al. (2001), pH baixos podem provocar a
reducdo dos nutrientes como nitrogénio e potassio, ocasionando sensibilidade ao
bioetanol e/ou acidos organicos.

LUSTRATO et al. (2013) relataram a produc&o de 8,70 g L™ de acido acético
pelo reuso do soro de leite. A aplicagdo deste bioproduto foi como fonte alimentar
alternativa para ruminantes, devido a sua estabilidade unida a sua palatabilidade e
ao valor nutritivo do fermentado. SILVA et al. (2008) reportaram que o uso de acidos
organicos (ascorbico, citrico, latico e fumarico) no controle bacteriol6gico ao serem
acrescentados na alimentagdo animal tem sido viavel.

Assim, ficou evidenciado que é possivel empregar a matéria-prima PSQD na
producdo de acidos organicos, como produtos secundarios ou subprodutos
fermentativos, além de bioetanol, biomassa microbiana e GOS. Esta pesquisa
também demonstrou que a integralidade dos bioprocessos pode gerar
biotransformacgdes sustentaveis pela aplicagcdo de um processo eco-friendly, devido
a inexisténcia de liberacdo de residuos, atrelada & valorizagdo do permeado de
soro de queijo desproteinizado na produgdo de novos produtos comerciais,

constituindo, assim, uma biorrefinaria.

4.7 Biorrefinaria

Com este estudo foi possivel estimar o potencial da matéria-prima PSQD
como fonte nutricional para bioconversdes com o intuito de agregar valor comercial
a este subproduto pouco apreciado, disponibilizar variabilidade de produtos no
mercado, além de desenvolver um processo sustentavel, limpo e integrado,

possivel constituicdo de uma biorrefinaria.
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Como mencionando ao longo desta tese 50-60 % do volume de soro e
permeado de soro de queijo desproteinizado jA possuem aplicacdes industriais
(COTE et al. 2004; PRAZERES et al., 2012; YADAV et al., 2014; YADAV et al.,
2015), entretanto, o volume restante ndo, e esta pesquis mostrou que existente
diferentes formas de valorizar o permeado de soro de queijo desproteinizado, de
modo a tornar o processo totalmente sustentavel e bioecondmico.

Nessa perspectiva, pode-se considerar a biorrefinaria como uma via
promissora para o processamento dos subprodutos ou coprodutos industriais,
devido a variedade de produtos que podem ser formados, proporcionando um
contexto de economia circular, fluxos e valorizando da saida dos produtos (TOMAS-
PEJO et al., 2017; HAN et al., 2019; DRAGONE et al., 2020). Além disso, pode-se
obter produtos com perfil ecoldgico pela sustentabilidade do desempenho
ambiental, econémico e social, além da otimizacdo dos processos de producdo
(JULIO et al., 2017).

Além disso, a biomassa produzida durante esse processo integrado pode ser
recuperada e adicionada em alimentos, como forma de incremento proteico,
aminodacidos e vitaminas. Isto é possivel devido a sua composicdo nutricional ser
rica em micro e macro constituintes, além da biomassa ser de facil digestibilidade
e apresentar-se como alternativa para as ineficiéncias que afligem os sistemas
alimentares. Como citado por PENDON et al. (2020) obter uma biomassa celular
probidtica.

Assim, é inovagdo o uso industrial da levedura K. marxianus, valorizando sua
variabilidade metabdlica ao compara-la com outras leveduras convencionais como
a S. cerevisiae (LANE & MORRISEY, 2010; LANE et al., 2011; FERREIRA et al.,
2015; NACHAIWIENG et al., 2015; FASOLI et al., 2016; MURARI et al., 2018;
MURARI et al., 2019).

Deste modo, a comercializagcéo de levedura K. marxianus como biomassa
celular na forma integra ativa ou inativa, lisada, liofilizada, encapsulada, ou ainda,
como biomassa recuperada pode se tornar vantajosa, por se tratar de um novo
processo de producéo. Segundo LANE & MORRISSEY (2010), essa levedura pode
ser usada também como bio-ingrediente de alto valor agregado para a industria de
alimentos, farmacéutica e de cosméticos, além de fornecer uma alternativa para

reduzir o impacto ambiental.
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Ademais, este género de levedura tem sido estudada na producédo de
enzimas como a [3-galactosidase, proteinas microbianas para alimentacdo animal
ou humana e biocombustiveis (FONSECA et al., 2008). VERA et al. (2020)
indicaram que a enzima B-galactosidase tem aplicabilidade diversa na industria,
como producdo com baixa lactose ou isenta desta, como catalisador nas reacdes
de transgalactosilacdo e sintese de oligossacarideos.

Segundo estudos de COTE et al. (2004); SILVEIRA et al. (2005); GABARDO
etal. (2014); HADIYANTO et al. (2014); TOFALO et al. (2014); YADAV et al. (2014);
ZHOU et al. (2014); NACHAIWIENG et al. (2015); FASOLI et al. (2016); BARROS
et al. (2017) e MURARI et al. (2017), o uso da levedura K. marxianus tem se
destacado por assimilar de forma direta a lactose em seu metabolismo contribuindo
para os processos biotecnolégicos.

Quanto a obtencédo de GOS, para BASSETO et al. (2014), a producéo dos
galacto-oligossacarideos em associa¢c&o ao crescimento microbiano que consome
0 excesso de producédo dos monossacarideos formados durante a bioconversao,
promove o processo de pré-purificacdo do produto final, ou seja, a
biotransformacéo fundamental para um processo integrado.

Em vista disso, deve-se trabalhar com a relacdo C e N para favorecer a via
metabdlica desejada, como corroborado por ESPOSITO (2004), que afirma que
carbono em excesso favorece a formacao de bioetanol e compostos secundarios.

Para RODRIGUES et al. (2016), é essencial o surgimento de novas
aplicacdes biotecnoldgicas para o emprego dos residuos agroindustriais que
podem ser implementados com sucesso, sustentabilidade econémica e ambiental
como uma proposta industrial para a formacéo de bioetanol.

Assim sendo, a elaboragdo ou implantagcdo de biorrefinaria possibilita a
geracado de novas industrias no segmento lacteo, seguida da geracéo de empregos
e possibilidade de novos mercados de exportacdo. Além de referir-se a
transformacfes e industrializacdo de novos produtos, que compactuam com
protecdo ao ecossistema, por meio de processos eco-friendly, autossustentaveis,
com emissdo zero de residuos, por empregar a matéria-prima PSQD na forma

integra, valorizando os potencias de aplicacdes.
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

Com a realizacéo deste estudo, pode-se concluir que:

- As condi¢cdes no bioprocesso foram imprescindiveis para atingir indices
desejaveis de producdo de bioetanol, bem como, dos demais bioprodutos de
interesse;

- Em relacdo a producéo de bioetanol, pelo planejamento experimental fatorial
23 e pelas interacdes, definiu-se que concentragcdes menores de lactose, pH e
temperaturas baixas favorecem a formacao deste composto;

- Quanto a modelagem matematica, verificou-se que o modelo proposto
representou o processo de fermentacdo satisfatoriamente porque considera os
efeitos de inibicdo de crescimento pelo substrato e a fase de morte celular no
processo fermentativo, incorporando os efeitos de liberagdo de bioetanol residual
durante a fase de crescimento celular;

- E possivel integrar as biotransformacdes para a obtencdo de biomassa
microbiana, galacto-oligossacarideos e acidos organicos;

- Ha potencial de empregabilidade deste subproduto, o PSQD, de forma
integra, contribuindo com a reducdo dos impactos ambientais, e
concomitantemente, obtendo-se produtos com valor agregado;

- Ha a integracdo de uma biorrefinaria pela inexisténcia de producdo de
residuos, sendo economicamente, ambientalmente e socialmente vidvel, propondo

um modelo de inovacao sustentavel.
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CAPITULO 6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS
FUTUROS

Para a elaboracéo de trabalhos futuros, sugere-se:

- Avaliacdo da adicdo de pulsos de alimentacao de fonte de carbono (PSQD)
e nutrientes durante o processo de fermentacdo, visando maior producdo de

bioetanol e biomassa;

- Realizacdo de planejamentos experimentais almejando maiores

concentracfes de galacto-oligossacarideos e acidos organicos;

- Desevolver a modelagem matematica, com o intuito de considerar todos ou

a maioria dos bioprodutos na modelagem.
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APENDICE A

Curva padréo de etanol determinada por Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) a fim de quantificar o bioetanol e acidos organicos durante

as fermentacdes alcodlicas.

Conforme item (3.8.1) apoés leituras cromatograficas das solucdes diluidas
padréo para HPLC (100%), determinou-se o perfil de regresséo linear apresentado
por meio dos picos de etanol detectados pelo cromatégrafo na Figura 1. As curvas

dos &cidos organicos estdo na Figura 2.
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Figura 1 - Curva de padrdo de etanol detectada por CLAE
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Figura 2 - Curva padrdo dos acidos organicos detectada por CLAE
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APENDICE B

Curva padréo dos substratos lactose, glicose e galactose, determinada
por Cromatografia liguida de alta eficiéncia (CLAE) a fim de mensurar o

consumo de substrato no decorrer das fermentagdes.

De acordo com o item (3.8.2) apos leituras cromatograficas das solucdes
diluidas conhecidas de lactose, glicose e galactose padrdo, determinou-se o perfil
de regressao linear apresentado na (Figura 1) por meio dos picos detectados pelo
cromatégrafo.
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Figura 1 - Curva padrao de lactose, glicose e galactose detectada por CLAE
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APENDICE C
Curva de correlacdo para determinacéo da biomassa microbiana
Para quantificar a biomassa celular (g L) realizou-se a regressao linear

entre a absorbancia das diluicbes das amostras a 600 nm e a massa seca para a

Kluyveromyces marxianus, conforme representacdo da Figura 1.
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Figura 1 - Curva de regresséo linear entre a absorbancia e a massa seca para a Kluyveromyces
marxianus
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APENDICE D
Curva de correlacéo para determinac&o da biomassa microbiana
A fim de obter a biomassa microbiana (g L), realizou-se a regresséo linear

entre a absorbancia das diluicbes das amostras, lida a 600 nm, e a massa seca

(item 3.8.3). A curva de correlacao pode ser visualizada na Figura 1.
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Figura 1 - Curva de correlacéo entre absorbancia e biomassa microbiana (g L™).
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APENDICE E

Producéao de bioetanol: delineamento composto central rotacional.

De acordo com o item (4.4), a Tabela 1 apresenta a variavel resposta para o
bioetanol (g L") em 21 h estudado por meio de um delineamento composto central
rotacional (DCCR).

Tabela 1 - Matriz do delineamento composto central rotacional com os valores reais das variaveis
averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L) para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 21 h

, Varidveis independentes Variavel resposta
Ensaios “Temperatura (°C) pH Bioetanol (g L)
12 22,9 2,8 5,0520,12
13 37,1 2,8 20,84+1,10
14 22,9 4,2 16,11+0,07
15 37,1 4,2 39,91+0,10
16 20 3,5 24,17+0,08
17 40 3,5 45,47+0,07
18 30 2,5 8,47+0,05
19 30 4,5 49,1040,06
20 30 3,5 37,00+0,08
21 30 3,5 38,86+0,08
22 30 3,5 42,54+0,08

Pela Tabela 1, verifica-se que o ensaio com maior formacdo do composto
bioetanol foi 0 19 (49,10 g L™?). Dessa forma, para avaliar as variaveis influentes no
processo de producao de bioetanol (Ys) em 21 h, foi realizada a andlise estatistica
dos resultados do DCCR por meio do Diagrama de Pareto (Figura 1), estimativa de
efeitos principais e interacdes das variaveis (Tabela 2), andlise de variancia
(ANOVA) (Tabela 3), modelo de regresséo (Eg. 1), grafico dos valores preditos e
valores preditos por valores observados (Figura 2), além de superficies de contorno

e resposta (Figura 4.11).
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Figura 1 - Diagrama de Pareto com efeitos das variaveis e intera¢bes averiguadas no
delineamento composto central rotacional ao nivel de confianca de 95% para a variavel bioetanol
para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 21 h

Tabela 2 - Estimativa de efeitos principais e interacdes entre as variaveis analisadas no
delineamento composto central rotacional em 21 h de fermentacdo para a varidvel bioetanol para a
levedura K. marxianus CCT 4086

Erro padréo do

Resposta Variaveis Efeito p-valor  Coeficiente coeficiente
Média/lntercepto 39,42  0,000541 39,42 5,02
Xa (L) 17,47 0,036608 8,74 3,08
v X4 (Q) -10,47 0,215193 -5,24 3,69
3 Xs (L) 21,82 0,016178 10,91 3,06
Xs5(Q) -15,94  0,078189 -7,97 3,61
X4 X Xs 4,00 0,664813 2,00 4,35

R2: 0,84095 (Y3).
(L) é condicédo linear e (Q) quadratica.

Tabela 3- Analise de variancia (ANOVA) dos ensaios do planejamento delineamento composto
central rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 21 h

Resposta Fonte de Soma Graus de Média
variancia Quadréatica Liberdade Quadréatica Fealc Ftab
(SQ) (GL) (MQ)
Modelo 1570,30 2 785,15 10,35 5,79
Ys Erro 379,18 5 75,84
TOTAL 2384,03

Pelo Diagrama de Pareto (Figura 1) e o p-valor (Tabela 21) num intervalo de
confianca de 95% (p-valor<0,05), verifica-se que dentre as variaveis avaliadas, a
temperatura (X4) e o pH (Xs) foram significativas positivamente para a producéo de
bioetanol na condicdo linear, de modo a obter maiores resultados em (Y3s), mais
elevada devera ser (X4) e (Xs) na condigéo linear.

Observa-se nas Tabelas 2 e 3 que 0 modelo se apresentou significativo para
fins preditivos, proporcionando um coeficiente de determinacdo de R? 0,84095.
Aplicando teste F, tem-se que o valor de F(calc) = 10,35 foi aproximadamente 2
vezes maior que o F tabelado (Ftab 25,005 = 5,79) num intervalo de confianga de 95%

(BARROS et al., 2010). Além disso, 0 modelo de regresséao proposto (Eqg. 1) é valido
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para a producdo de bioetanol descrevendo o comportamento da levedura

K. marxianus CCT 4086 em PSQD para a formacéo do composto de interesse (Y 3).
Y3 =-302,47+6,06X4-0,1X42+117,33X5-16,26X52+0,4X4:X5 Eq. (1)

O modelo de variancia obtido pela ANOVA pode ainda ser avaliado, pelo
comportamento observado no gréafico de valores preditos pelos observados,

conforme apresentado na Figura 2 e pela superficie de contorno e de resposta
(Figura 3).
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Figura 2 - Resultado estatistico do delineamento composto central rotacional para a levedura K.
marxianus CCT 4086 para os valores preditos pelos valores observados para a variavel bioetanol
em21h
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Figura 3 - Superficie de contorno (a) e de resposta (b) do delineamento composto central
rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 para a variavel bioetanol em 21 h
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De acordo com as Figuras 2 e 3, e analise de variancia do planejamento
(Tabela 3), nota-se que os parametros temperatura e pH influenciam positivamente
e linearmente na producao de bioetanol.

Ademais, a Tabela 4 apresenta a variavel resposta para o bioetanol (g L %)
estudado pelo DCCR em 58 h.

Tabela 4 - Matriz do delineamento composto central rotacional com os valores reais das variaveis
averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L) para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 58 h

, Variaveis independentes Variavel resposta
Ensaios “Temperatura (°C) pH Bioetanol (g L)
12 22,9 2,8 26,31+0,09
13 37,1 2,8 39,1940,12
14 22,9 4,2 30,5940,05
15 37,1 4,2 43,0010,11
16 20 3,5 30,01+0,09
17 40 3,5 47,50+0,07
18 30 25 26,9040,06
19 30 4,5 32,90+0,09
20 30 3,5 52,77+0,08
21 30 3,5 50,69+0,07
22 30 3,5 50,95+0,08

Analisando a Tabela 4, nota-se que a maior producéo de bioetanol ocorreu
nos ensaios 20, seguido do 21 e 22, referentes ao ponto central (30°C e pH 3,5),
sendo 52,77, 50,69 e 50,95 g L, respectivamente (dp +1,13).

Ao averiguar as variaveis significativas no processo de producdo de
bioetanol (Y3) em 58 h foi realizada a andlise estatistica dos resultados do DCCR,
por meio do Diagrama de Pareto (Figura 4), estimativa de efeitos principais e
interacbes das variaveis (Tabela 5), analise de variancia (ANOVA) (Tabela 6),
modelo de regressado (Eg. 2), grafico dos valores preditos e valores preditos por
valores observados (Figura 5), além de superficies de contorno e resposta (Figura
6).
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Figura 4 - Diagrama de Pareto com efeitos das variaveis e interagbes averiguadas no
delineamento composto central rotacional ao nivel de confianca de 95% para a variavel bioetanol
para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 58 h

Tabela 5 - Estimativa de efeitos principais e interacdes entre as varidveis analisadas no
delineamento composto central rotacional em 58 h de fermentacdo para a varidvel bioetanol para a
levedura K. marxianus CCT 4086

Resposta Variaveis Efeito p-valor  Coeficiente Erro padrdo do

coeficiente
Média/lntercepto 48,47 54,33 48,47 2,28
Xa (L) -0,65 6,54 -0,33 1,40
v X4(Q) -8,57 0,04 -4,28 1,67
3 Xs(L) 8,92 16,06 4,46 1,39
Xs5(Q) -26,61 -18,20 -13,30 1,64
X4 X Xs -3,22 6,94 -1,61 1,98

R2: 0,93007 (Y3).
(L) é condicédo linear e (Q) quadrética.

Tabela 6 - Analise de varidncia (ANOVA) dos ensaios do planejamento delineamento composto
central rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 58 h

Resposta Fonte de Soma Graus de Média
variancia Quadratica Liberdade Quadratica Fealc Ftab
(SQ) (GL) (MQ)
Modelo 1192,58 2 596,29 38,21 5,79
Ys Erro 78,02 5 15,60
TOTAL 1282,15

Analisando o DCCR em 58 h, o Diagrama de Pareto (Figura 4) e o p-valor
(Tabela 6) com intervalo de confianga de 95% (p-valor<0,05), constata-se que
dentre as variaveis avaliadas, pH (Xs) foi influente na condicdo quadratica
negativamente, e positivamente na linear, sendo que a temperatura quadratica (+)
atingiu os 95% de influéncia.

Segundo as Tabelas 5 e 6, 0 modelo se apresentou significativo para fins
preditivos, proporcionando um coeficiente de determinacdo de R? 0,93915. Ao
aplicar o teste F, tem-se que o valor de F(calc) = 38,21 é em torno de 6,6 vezes
superior ao F tabelado (Ftab 250,05 = 5,79) (95% de confianga) (BARROS et al.,

2010). Bem como, validar o comportamento da levedura K. marxianus CCT 4086
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em PSQD para a formagdo do composto de interesse (Y3) pelo modelo de
regressao proposto (Eq. 2).

Y3 = -415,55+6,18X4-0,085X42+206,15X5-27,15X52+0,32X4:X5 Eqg. (2)

O modelo de variancia obtido pela ANOVA pode ainda ser analisado, pelo
comportamento observado no gréafico de valores preditos pelos observados,

conforme apresentado na Figura 5 e pela superficie de contorno e de resposta
(Figura 6).
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Figura 5 - Resultado estatistico do delineamento composto central rotacional para a levedura K.
marxianus CCT 4086 para os valores preditos pelos valores observados para a variavel bioetanol
em58h
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Figura 6 - Superficie de contorno (a) e de resposta (b) do delineamento composto central
rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 para a variavel bioetanol em 58 h
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Por apresentar coeficiente de determinagdo de R? 0,93915, e ao observar a
Figura 6, identifica-se confiabilidade em relagdo aos valores preditos e observados
(REENCHER & SCHAALJE, 2007; BARROS et al., 2010; MURARI et al., 2019).
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APENDICE F

Cromatograma destacando a formacao de galacto-oligossacariedos

O cromatograma do Ensaio 1 em 45 h de fermentacdo detectado em CLAE

pela coluna Rezex RSO — Oligossacarideo Ag* (4%) (200 x 10 mm), evidenciando

a formacao deste subproduto fermentativo, conforme a Figura 1.
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Figura 1 - Cromatograma detectado pela coluna Rezex RSO — Oligossacarideo Ag* (4%)
(200 x 10 mm) referente ao Ensaio 1 em 45 h
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ANEXO A

Ficha de especificacdo técnica do permeado de soro de queijo

desproteinizado, disponibilizado pela SOORO Ltda.

: ©
'S O

=

ETO24 )

Solucdes em Ingredientes Confiaveis et "'q_)
Permeado de Soro de Leite em P6 ,8
Registro no MAPA n° 011/1328 g
9

Produto obtido da filtragdo por membranas de ultrafiltrag&o retirando a proteina de soro, concentrando em "E
evaporador a vacuo e seco através do processo tipo spray dryer. 8
Ingredientes ~ Aplicacées Embalagem %
Ll

Sacos de papel multifolhados com
saco de polietileno interno contendo
25 kg. Pallet PBR 1100kg.

Permeado de Soro de Leite
Resfriado.

O permeado de soro de soro de leite
em pé pode ser utilizado nas
aplicagbes de biscoitos, paes,
i Néo contém Gluaten i chocolates, queijos processados
; i entre outros.

_ Condicdes de Transporte e Armazenamento Validade )
' Armazenamento & temperatura ambiente, ao abrigo da luz e calor, em local Armazenado nas condigdes !
| fresco e arejado. | recomendadas, 12 meses a partir da !
! Transportar protegido contra umidade e calor, ndo devendo ser transportado : data de fabricagéo. H
i com outros materiais que possam de alguma forma contaminar o produto. i !
Monitoramento _Caracteristicas Sensoriais

P6 uniforme sem grumos
Sabor e odor lacteos
Cor branco a amarelado.

O monitoramento de contaminantes (Antibioticos, Pesticidas, Metais pesados,
Micotoxinas, Microrganismos Patogénicos e Materiais Estranhos) é realizado
de acordo com o Plano de Amostragem Interno e Legislagdes Vigentes.

Referéncia de Andlise: IN 62 de 26/08/2003

Referéncia de Andlise: IN 68 de 12/12/2006 Referéncia dos Padrbes. RDC 12 02/01/2001

. Parametros Fisico Quimicos Parametros Microbiolégicos
i i Maximo i
Minimo Méaximo | Aerébios Messfilos (UFC/g) 5x1 0; !
! Umidade (%) = 3 : Colgformes Totai§ (UFC/g) 1x10 !
e (%( acido latico) _ 5 i Coliformes Fecais (UFC/q) 1x10! :
' pH 6,0 6.7 i Staphylococcus aureus (UFC/g) 1x10 :
! Cinzas (% sais minerais) - 6 {  Salmonella (25g) Ausente'g_ |
! Lactose (%) 88 = | Bacillus cereus (UFC/g) Max 1 x 10 :
Proteina (%) 3,0 X E *Anélise semestral - **Andlise por lote q

. Informacéo Nutricional

! Porgao de 100g ! :
i Calorias 370 keal : ;
: garbwdratos 9079 ! De acordo com a RDC N°26, 02/07/15 Anvisa. O tinico |
' G:)l":;::?rotais 3‘19 i alergénico presente no produto é classificadono !
S Ta s ot It <0 %g : Grupo Leites de todas as Espécies de Animais :
! Gorduras Trans N&o Detectado : Mamiferos (Proteina e Lactose). !
. Fibras Alimentares <0,59 H H
| Sodio 604mg i H
ACEITE DO CLIENTE

Empresa: Data:

Nome: Visto:

Funcéo:

Fone +55 (45) 3284-5300 www.sooro.com.br

Sooro Concentrado Industria de Produtos Lacteos Ltda
Caixa Postal 1066 - CEP 85960-000 - Rodovia BR 163 km 283,8 - Marechal Candido Rondon - Parana O
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4,500

CERTIFICADO DE ANALISES

Laboratério Controle de Qualidade

Sooro Concentrado Indudstria de Produtos Lacteos Ltda
(BR 163, km 283,8 - Marechal Cdndido Rondon/PR - CEP 85960-000)

ingpedientes Confidveis SiF: 1328
Produto: |Permeado de Soro de Leite em P6 | Data: |  12/03/2018
Cliente:  |Universidade do Oeste do Parna (UNIOESTE)
AMOSTRA
PARAMETROS ESPECIFICACAO VALORES ANALISES
Lote 1701060095
Quantidade kg 25 kg
Data de fabrica¢do 21/02/2018
Validade 01 an;ﬂc::isa zﬁiﬂta de 21/02/2019
Aspecto Pg uniforme sem grumos Caracteristicos, conforme especificagdo
Cor Branco a amarelado. Branco a amarelado, conforme especificagio
Sabor/ Odor LevEmente diceos Caracteristicos, conforme especificagio
Umidade (%) Midximo 3,00 1,06
Acidez (% dcido latico) Mdximo 2,00 1,04
Gordura (%) Mdximo 1,50 0,00
pH 6,00 - 6,70 6,49
Cinzas (sais minerais %) Méximo 6,00 5,78
Teor de Lactose (%) Minimo 88,00 89,93
Proteina (%) Minimo 3,00 3,23
Aerdbios Meséfilos (UFC/g) Mdximo 5,0 x 10 <1,0x 10°
Staphylococcus aureus (UFC/g) Madximo 1,0 x 10? <1,0x 10"
Coliformes totais (NMP/g) Méximo 1,0 x 10? <0,3
Coliformes Termotol. (NMP/g) Mdximo 1,0x 10* <0,3
Enterobactérias (UFC/g) Mdximo 1,0 x 10" <1,0X 10
Bolores e leveduras (UFC/g) Méximo 1,0x 10° <1,0 X 10"
Bacillus cereus (UFC/g) Mdximo 1,0 x 10° <1,0X 10'
Salmonella sp (valor garantido) Auséncia (25g) Ausente
U:::;f:ﬂ;m’mﬂge"es poator Auséncia (25g) Ausente

Garantia da Qualidade
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ANEXO B

Ficha de especificacéo técnica da coluna utilizada no item (3.8.2).

Certificate_
of Quality Assurance

Part No: 00P-0133-NO Serial No.: H17-205366
Description: Rezex™ RSO-Oligosaccharide Ag+ 4% Size: 200 X 10.0 mm
MEASURED PARAMETERS BASED ON LAST PEAK
Efficiency: 40028 plates/meter k Factor: 1.576 Batch No: 1133-0049
Peak Asym.: 1.01 | Ret. Time: 33.12 minutes Analyte: Light Corn Syrup
- N
29700 hi
- @
26400+ A
B o
23100 @
@ - &
5 19800 .
=2 =
S 16500 -
9 C 3 8
2 13200 - o o
2 soo0 , =
2 9900+ < ;
& - v
6600
3300+
O_
—IllllllIII[llIIIll!III NN N (S O L A N I e ol O O ) Y P O Y I
S R E T ] ! AN )
0 2 4 o 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 SO
Time - Minutes
Test Analytes
Peak Analyte Time Area k Factor Width Eff. Asym.
1 13.90 669177 0.081 0.835 694 3.58
2 15.76 138610 0.226 0.404 894 1.22
3 16.35 169060 0.272 0.499 1450 1.15
4 17.12 204858 0.331 0.589 2128 1.09
5 17.93 244192 0.395 0.662 2600 1.83
6 18.95 209876 0.474 0.514 3800 1.08
7 20.49 275415 0.594 0.542 7501 1.05
8 22.35 369505 0.738 0.583 8551 0.93
9 24.62 626244 0.915 0.694 8964 0.74
10 27.82 892823 1.164 0.706 9986 1.01
1 33.12 1509930 1.576 0.883 8006 1.01
Testing Condition
Mobile Phase: H20 Temperature: 85C
Flow Rate: 0.3mL Injection: 5L
Detection: ri Back Pressure: 116 psi
QC Approved: Hanan M. Instrument:  LC-1200-13
Tested: 07 July 2017

NOTE: Effective 4/09/2014 the equipment used to test this part number was changed. Due to this, you may notice slight changes in the area count. This does
not impact the quality or performance of the column
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ANEXO C

Método para Determinacdo de AclUcares Redutores Totais (DNS).

A quantificacdo dos acgUcares redutores totais (DNS) foi desenvolvida
seguindo o método do acido 3-5 dinitrosalicilico conforme proposto por MILLER
(1959).

Iniciou-se com o preparo da curva padrao a partir de solu¢gdes padrdes de
glicose a 3 g L, com concentra¢des no intervalo de 0,5 a 3 g LY. Em um tubo de
ensaio, adicionaram-se 400uL da amostra de glicose de acordo com a
concentracéo da faixa e 400pL da solucdo de DNS. O preparo do branco foi com
agua destilada.

As amostras da fermentacdo lidas em triplicata em tubos de ensaio,
adicionaram-se 400uL da amostra diluida proporcional a quantidade de acucar na
amostra e 400pL da solugdo de DNS. Levaram-se a curva e as amostras ao
aguecimento em banho-maria, a 100°C por 5 min. Em seguida, foram resfriadas em
banho de gelo e foram adicionados 4 mL de 4gua destilada e homogeneizada. Apds
10 minutos as amostras foram analisadas em espectrofotdmetro a 540 nm, zerando

o aparelho com o branco preparado.
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ANEXO D

Método para determinacédo de acucar redutor (Kit de glicose - PPP).

A quantificacdo do teor de glicose (g L) dos fermentados foi realizada por
metodologia enzimatica-colorimétrica em kit de glicose (PPP) da marca Analisa e
pela técnica de espectroscopia no ultravioleta visivel (UV-VIS), de modo a
compreender a faixa 0 e 0,8 de absorbancia.

As amostras foram acometidas em tubos de ensaios, com 24uL da amostra
preparada (diluida se necessaria). Para estimar a glicose, foi necessaria a leitura
do padrédo (24uL do reagente 1). O padrdo e as amostras receberam 2400uL do
reagente 2 (reagente de cor) e 4800uL do reagente de cor, sendo empregado como
como branco. As amostras foram submetidas ao aquecimento em banho-maria, a
37°C por 10 min. Ao retirar as amostras do banho-maria, foi realizada

imediatamente a leitura de absorbéancia em espectrofotbmetro a 505 nm.
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ANEXO E

Método para deteterminacdo da concentracao celular (biomassa

celular).

O método de espectroscopia no UV-VIS corresponde a densidade éptica da
suspenséo celular, baseado na metodologia de MULLER (2006); MULLER et al.
(2007); ASSUNCAO (2014); FIORESE et al. (2015), NADAI (2015), TRIGUEROS
et al. (2016) e MAESTRE (2017).

As amostras foram lidas em espectrofotdmetro UV-VIS marca Shimadzu
(modelo 1800) no comprimento de onda de 600 nm, conforme LUDWIG et al.
(2001), sendo esta determinacao realizada em triplicata. Quando necessario, foram
realizadas diluicbes das amostras de forma a manter a linearidade da absorcéo
inferior a 0,8 unidades. A absorbancia foi expressa na forma logaritmica In (n/no),
em que, no € a absorbancia no tempo zero e n é a absorbéancia no tempo t.

A massa seca foi verificada pela filtracdo de 20 mL de amostra (V) coletada
no final das fermentacfes. O processo de filtragdo ocorreu em membrana de
acetato de celulose (25 mm de diametro com poro de 0,22 ym), previamente seca
em estufa de secagem a 90°C até massa constante (m1). Em seguida, a membrana
contendo a amostra filtrada foi seca novamente em estufa de secagem nas
condicOes citadas, (mz2). A massa celular (m) foi obtida pela diferenca entre mz e

mi. A Equacado (1) foi utilizada para determinagdo da concentragcao celular [X]
QL?):

m(g) Eqg. (1)

[X] = A0

Em que, X € a concentracao celular (g LY); m é a massa seca (g) e V é a
volume de amostra filtrada (L).

Para a construcdo da curva de calibracéo, fez-se diluicbes da amostra final
em diferentes volumes de agua destilada, e estas diluicbes foram lidas em

espectrofotdmetro a 600 nm, conforme Tabela 1.
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Tabela 1: Diluicdes da suspenséo celular para leituras de densidade éptica a 600 nm

Amostra Volume do fermentado (mL) Volume de agua (mL)
1 20 0
2 18 2
3 16 4
4 14 6
5 12 8
6 10 10
7 8 12
8 6 14
9 4 16
10 2 18
11 0 20

A partir da concentragcdo celular obtida (Eg. 1), as correspondentes
concentracbes celulares (biomassa celular) para os volumes de amostra

especificados na Tabela 1 foram calculadas pela Equacéo (2).

Ci1.V1=C2aV2 Eq. (3.3)

Na qual, C1 e C2 sdo a concentracdo celular inicial e final (gL™),
respectivamente e, Vi e V2 sdo o volume inicial e final do fermentado (L),

respectivamente.
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