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RESUMO 

 

Um dos subprodutos gerados pelas indústrias lácteas é o permeado de soro 

de queijo desproteinizado (PSQD), o qual apresenta elevada carga orgânica, 

devido ao seu alto teor de lactose e sais minerais. No intuito de transformar os 

resíduos lácteos e minimizar os impactos ambientais que estes podem provocar se 

descartados de forma incorreta no meio ambiente, busca-se, por meio da aplicação 

da biotecnologia, desenvolver novos produtos empregando resíduos lácteos como 

matéria-prima. Assim sendo, quando se visa a produção em escala industrial, é 

essencial a compreensão dos efeitos das condições experimentais de fermentação, 

principalmente se tratando da formação de bioetanol e/ou bioprodutos. Deste modo, 

a construção de modelos matemáticos que descrevem a bioconversão e auxiliam 

na otimização de processos é fundamental para o aumento do rendimento das 

reações. Nessa perspectiva, o objetivo geral desta pesquisa foi avaliar o potencial 

do desenvolvimento de bioprocesso otimizado e modelado de produção 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 validação de um novo modelo matemático 

para descrever o processo de fermentação desta levedura. Para tanto, avaliou-se 

um planejamento experimental fatorial 2³ e um delineamento composto central 

rotacional para a biotransformação do PSQD em bioetanol e demais bioprodutos. 

Dentre os ensaios experimentais, as maiores bioconversões se deram com 88 g L- 1 

de lactose, em que o ensaio 1 (29 °C e pH 4,5) foi a melhor condição, obtendo 

50,65 g L-1 de bioetanol ao final de 45 h de reação, seguido dos ensaios 20, 21 e 

22 (30 ºC e pH 3,5) com concentração média de etanol de 47,83 g L-1 em 40 h. Em 

todos os ensaios, também houve a produção de galacto-oligossacarídeos ou ácidos 

orgânicos. Visando a elaboração de um modelo que representasse este processo 

de fermentação, foram analisados e testados dois modelos fenomenológicos da 

literatura e proposto um novo modelo. Os parâmetros cinéticos dos modelos foram 

ajustados a partir de um conjunto de dados experimentais dos ensaios (1 e 5) sob 

mesmas condições de pH e temperatura (29 °C, pH 4,5). O modelo que melhor 

representou o processo da bioconversão foi o modelo matemático proposto, pois 

considera os efeitos de inibição de crescimento pelo substrato e a fase de morte 

celular, incorporando os efeitos de liberação de bioetanol residual durante a fase 

de crescimento celular. Deste modo, comprova-se o potencial do PSQD como 

matéria-prima para biotransformações e a constituição de um processo integrado e 

sustentável de uma biorrefinaria a partir da indústria láctea. 

 

 

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-1 of lactose, in which the assay 1 (29 °C and pH 4.5) was the best 

condition, obtaining 50.65 g L-1 of bioethanol after 45 h of reaction, followed by the 

assays 20, 21 and 22 (30 ºC and pH 3.5) with an average ethanol concentration of 

47.83 g L-1 in 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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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 

 

 

Um dos elementos determinantes para a competitividade, lucratividade e 

responsabilidade ambiental das indústrias consiste no gerenciamento de resíduos 

e subprodutos. As indústrias lácteas são geradoras de volumes expressivos de 

subprodutos lácteos, os quais são constantemente objeto de pesquisa que visam 

uma aplicação direta ou o desenvolvimento de novos produtos, à exemplo a 

suplementação alimentar em dietas de suínos (BERTOL et al., 1996; HAUPTLI et 

al., 2005) e bezerros (FONTES et al., 2006), enriquecimento de bebidas 

(PELEGRINE & CARRASQUEIRA, 2008), produção de butanol, hidrogênio e 

lipídios (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-oligossacarídeos (PADILLA et al., 2015), 

transgalactosilação 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 aplicações. 

O bioetanol é um dos principais combustíveis do mercado mundial, 

comumente, é obtido a partir de matérias-primas como cana-de-açúcar, milho e 

beterraba. No entanto, nas últimas décadas, alguns países têm buscado utilizar 

resíduos agroindustriais, como palha da cana-de-açúcar, o bagaço de cana, palha 

de trigo, palha de arroz, pseudocaule da bananeira para o fabrico de bioetanol de 

segunda geração (LIMA et al., 2001; FERREIRA et al., 2015; EL-IMAM et al.; 2019; 

GUILHERME et al., 2019; DU et al., 2020). 

Um subproduto lácteo que tem grande potencial para a produção de 

bioetanol de segunda geração é o permeado de soro de queijo desproteinizado 

(PSQD), subproduto este, gerado em indústrias de processamento de 

concentrados proteicos (CP) e produtos lácteos ultrafiltrados (PLU).  

O PSQD apresenta características em termos de composição muito 

semelhantes às do soro de leite (SL), que é composto por 55 % dos nutrientes do 

leite in natura, incluindo as proteínas do soro (20 % da proteína total), sais minerais 

(potássio, cálcio, fósforo, magnésio, zinco), vitaminas hidrossolúveis (complexo B) 
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e quase toda a lactose do leite, representando cerca de 70 %. Já o PSQD contém 

os mesmos nutrientes do soro, excluindo-se apenas a proteína, e, portanto, isso o 

torna fonte de matéria-prima atrativa, barata e nutricionalmente rica para 

biotransformação em bioetanol (GONZÁLEZ-SISO, 1996; DINIZ et al., 2014; HU & 

DICKSON, 2015; MURARI et al., 2018). 

Uma alternativa viável de aplicação do permeado de soro de queijo 

desproteinizado é biotransformá-lo em bioetanol, por via metabólica, utilizando a 

leveduras, dentre elas a Kluyveromyces marxianus. Esta levedura tem sido 

amplamente estudada em virtude da sua capacidade de consumir substratos 

lácteos, além de outros açúcares, de maneira direta no seu metabolismo, evitando 

assim a necessidade prévia da hidrólise desses componentes, além de apresentar 

taxa mais elevada de crescimento e termotolerância (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 formação 

de diversos produtos, como bioetanol, biomassa microbiana, ácidos orgânicos e 

galacto-oligosacarídeos, por processos únicos ou pelo uso de tecnologias 

integradas e sustentáveis, as chamadas biorrefinarias. 

A utilização de modelos matemáticos para descrever e prever o 

comportamento de sistemas biológicos tem sido objeto de estudos contínuos, pois 

seu uso permite reduzir o número de experimentos necessários e ainda possibilitam 

atuar com maior previsão e controle do sistema (GHALY et al., 2007; 

AGUSTRIYANTO & FATMAWATI, 2009).  

A demanda crescente pela produção de biocombustíveis tem impulsionado 

o mercado de produção de bioetanol, o que, por consequente, faz com que modelos 

matemáticos fenomenológicos passem, cada vez mais, a serem empregados no 

intuito de eliminar possibilidades extremas de inibição, seja por 

substrato/nutrientes, produtos, metabólitos secundários, mortalidade de celular, 

toxicidade, entre outros, de forma a fornecer expressões matemáticas que 

descrevam quantitativamente o mecanismo do processo fermentativo, e prevejam 

essas limitações, 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 matemáticos também são 
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empregados para prever condições que expressem as melhores taxas de 

crescimento celular, concentração de substrato e produção 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 produção de bioetanol de segunda 

geração (BSG), e assim, eliminar conceitos antigos referentes à produção de BSG 

que envolvem apenas biomassas, como os exemplos já citados anteriormente. 

Com isso, é possível tornar o conceito atual mais amplo quanto sua dimensão, 

englobando qualquer tipo de subproduto agroindustrial, seja este, sólido ou líquido, 

desde que contenha nutrientes essenciais, como carbono e sais minerais, passíves 

de serem convertidos em bioetanol e suprodutos secundários de valor agregado. 

Portanto, esta pesquisa visa produzir, com o permeado de soro de queijo 

desproteinizado e a levedura K. marxianus, bioetanol e produtos secundários de 

interesse industrial, conferindo assim, valor comercial ao processo e fornecendo 

uma alternativa para a indústria láctea, quanto à redução do impacto ambiental que 

pode causar o PSQD. Por fim, ao associar um processo envolvendo otimização e 

modelagem, promove-se segurança e rentabilidade, justificando assim, a sua 

exploração e implantação por indústrias 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 produção 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 específicos  

 

− Avaliar as bioconversões empregando a matéria-prima láctea permeado de 

soro de queijo desproteinizado (PSQD) e K. marxianus CCT 4086 a partir de 

planejamento experimental fatorial 23; 

− Estudar a modelagem matemática do melhor resultado obtido pelo 

planejamento fatorial 23 como ferramenta para viabilizar a otimização do 

processo; 

− Aplicar um planejamento experimental do tipo delineamento composto 

central rotacional (DCCR) para fins de otimização das variáveis pH e 

temperatura;  

− Quantificar os subprodutos gerados conjuntamente durante o processo de 

produção de bioetanol para os dois planejamentos avaliados; 

− Avaliar se as condições encontradas nesta pesquisa caracterizam um 

processo do tipo biorrefinaria. 
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CAPÍTULO 2 – REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

 

Neste capítulo, é apresentada a revisão bibliográfica dividida em cinco 

seções para melhor explanar a relevância da pesquisa. Na primeira seção (I), 

denominada de contextualização do tema, são expostas características e 

informações sobre a indústria láctea, leite, queijo, soro, permeado de soro de queijo 

desproteinizado e produção de bioetanol. 

Na segunda seção (II), nomeada de fundamentação teórica, são abordados 

os assuntos que caracterizam diretamente o objetivo desta pesquisa, como cinética 

dos processos fermentativos, parâmetros de biotransformação, curva de 

crescimento microbiano, modelos cinéticos e a modelagem matemática, 

fermentação alcoólica; fatores que interferem na fermentação alcoólica, como 

temperatura, pH, matéria–prima (substrato), nutrientes, concentração de inóculo, 

inibidores e leveduras produtoras de bioetanol. 

Enquanto na terceira seção (III), são abordadas as características, 

aplicações e ação prebiótica para a levedura Kluyveromyces marxianus. 

Ademais, na seção (IV), são relatados os bioprodutos gerados durante um 

processo fermentativo envolvendo soro e permeado de soro de queijo 

desproteinizado, tendo destaque para o bioetanol, biomassa celular, ácidos 

orgânicos e galacto-oligossacarídeos. 

Por fim, na quinta e última seção (V), intitulada por Estado da Arte, é 

apresentado o novo conceito a cerca deste cenário industrial, seguido da 

justificativa da pesquisa. 

 

 

SEÇÃO I - CONTEXTUALIZAÇÃO DO TEMA 

 

 

2.1 Segmento Leiteiro no Brasil 

 

“O segmento leiteiro mundial apresenta números que impressionam: 133 
milhões de propriedades mantêm 363 milhões de cabeças com aptidão 
leiteira, ocupando 20% das terras agrícolas do planeta. Mais de 600 
milhões de pessoas vivem em propriedades leiteiras. Somente 0,3% das 
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propriedades têm mais de 100 vacas, o que demonstra a importância da 
atividade para a agricultura familiar e de subsistência. O leite é o 3º 
produto agropecuário em produção total e o 1º em valor monetário, 
fornecendo 5% da energia, 10% da proteína e 9% da gordura consumida 
em nível global (GLOBAL DAIRY PLATFORM (2017) apud SORIO, 2018). 

 

Ainda, segundo SORIO (2018), a produção de leite no Brasil se iniciou no 

século XVI, porém não era uma atividade de valor econômico significativa, 

permanecendo em segundo plano às demais atividades econômicas brasileiras. 

Porém, em meados do século XX, a produção leiteira passou a merecer atenção 

crescente devido ao seu crescimento e produtividade, isso ocorreu mais 

especificadamente no ano de 2000, tendo alcançado um crescimento de 74 % entre 

os anos de 2000 a 2017.  

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), no Brasil a 

produção de leite continua em ascensão, 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 Instrução Normativa Nº 51 de 18 de setembro de 2002 e 

Resolução nº 065/2005, é o produto natural, fresco e integral oriundo da ordenha 

completa e ininterrupta, segregado pelas glândulas mamárias de fêmeas sadias, 

descansadas e bem alimentadas, em condições higiênico-sanitárias (BRASIL, 

2002; BRASIL, 2005), com cor, sabor, odor e consistência normais (BRASIL, 2005). 

A composição média do leite é descrita na Tabela 2.1.  

 

Tabela 2.1 - Composição média do leite 

Componente % (p/v)* Graus Dornic g mL-1 

Gordura mínima 3   
Acidez  14 a 18  

Densidade (15°C)   1,028 a 1,034 
Cinzas 0,9   

Lactose mínima 4,3   

Proteína mínima 2,9   

Água 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 regiões produtoras de leite no mundo nos anos de 2018 e 

2019. É perceptível que as 4 maiores regiões produtoras, Ásia, Europa, América do 

Norte e América doSul, obtiveram incrementos na produção de um ano para o outro 

(FAO, 2020). 

Dados recentes, divulgados pela Food and Agriculture Organization (FAO) 

ou Organização das Nações Unidas para a Alimentação e a Agricultura (FAO 2020) 

no documento intitulado Revisão do mercado de laticínios (Dairy Market Review) 

em março deste ano, apontam que a produção global de leite em 2019 atingiu 852 

milhões de toneladas, um aumento de 1,4 % em relação a 2018, e os países 

responsáveis por este incremento foram: Índia, Paquistão, Brasil, União Européia e 

Federação Russa.  

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2019) estima 

que aproximadamente 600 bilhões de litros de leite bovino são produzidos na 

atualidade no mundo. O Brasil encontra-se entre os países que possuem uma 

produção elevada, em 2019 atingiu a marca de 35,2 milhões de toneladas de litros 

de leite (FAO, 2020). As Figuras 2.2 e 2.3 apresentam as maiores regiões 

produtoras do Brasil, os três maiores estados produtores, Minas Gerais em primeiro 

lugar, seguido do Paraná e Rio Grande do Sul, e os maiores laticínios em relação 

ao número de produtores. 
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Figura 2.1 - Maiores regiões produtoras de Leite no mundo 

Fonte: FAO (2020). 

 

 

 

 
Figura 2.2 - Maiores regiões produtoras de Leite no Brasil 

Fonte: USDA (2019). 
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Figura 2.3 - Maiores Laticínios no Brasil em número de produtores 
Fonte: USDA (2017). 

 

Esta estatística apresenta as principais empresas de laticínios do Brasil em 

2017, com base no número de produtores diretos. Nesse ano, a Laticínios 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 bilhões de litros, para 

alimentação animal são utilizados cerca de 1,7 bilhões de litros (SORIO, 2018) e 

aproximadamente 32% do montante total de leite produzido, 7,4 bilhões de litros, 

são destinados à indústria de produção 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 bilhões de litros de leite, são utilizados para a produção de caseína, 

iogurtes, leites desnatados, manteiga, doce de leite e leites fermentados 

(BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; USDA, 2017).  

 

2.3 Queijo 

 

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

2005), o queijo é caracterizado como produto fresco ou maturado, produzido pela 
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separação parcial do soro do leite ou leite reconstituído, integral, parcial, totalmente 

desnatado ou soro lácteo, após o processo de coalhar (MAPA, 2005). 

O processo de fabricação de queijo pode ser realizado pela ação física, 

enzimática, bactérias específicas ou ácidos orgânicos. Além disso, a massa do 

queijo pode ser elaborada com ou sem a presença de especiarias, condimentos, 

substâncias aromatizantes e materiais corantes (MAPA, 2005). Ao final do 

processo, o queijo deve ter aproximadamente 48 % de gordura, de 23-25 % de 

proteína de alto valor proteico (PERRY, 2004), sais minerais, cálcio, fósforo, além 

de carboidratos e vitaminas (GIROTO & PAWLOWSKY, 2001; PERRY, 2004). 

O Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA) destaca que a 

produção de queijo no Brasil aumentou nos últimos anos em 10 %, tendo como 

último dado registrado pelo órgão, em 2018, o montante de 780 mil toneladas 

(USDA, 2019). A Figura 2.4 mostra os queijos mais produzidos no Brasil em 2017 

e o seu equivalente em porcentagem. 

 

 

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

 

Devido à alta produção de queijos, por consequente, este processo pode 

gerar grandes proporções de resíduo (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 (GUIMARÃES 

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 bilhões 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 milhões de toneladas, equivalente em média a 50-

60 %, são utilizados industrialmente, enquanto o restante é destinado à 

alimentação animal, pequena parte utilizada como fertilizante ou então descartado, 

como resíduo (GANJU & GOGATE, 2017). 

 

2.4 Soro de queijo 

 

O soro de queijo também é conhecido por soro de leite, soro lácteo, soro 

doce, soro ácido, 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 após produção do queijo, caseína e iogurte (Tetra PaK, 

2020). 

O soro lácteo apresenta características que podem variar de acordo com o 

tipo de animal, reprodução, tipo de leite, bem como alimentação, saúde e higiene 

durante o processo de ordenha, de modo geral é constituído por lactose (4,5 % a 

5 % p/v), proteínas solúveis (0,6-0,8 % p/v), lipídios (0,4-0,5 % p/v), vitaminas 

(complexo B e outros), sais minerais (8-10 % extrato seco), ácido láctico (0,05 % 

p/v), ácido cítrico, compostos nitrogenados não proteicos (ureia e ácido úrico), 

compostos bioativos como β-Lactoglobulina, α-Lactoglobulina, imunoglobulinas, 

albumina sérica e lactoferrina (GHALY & BEMSSAN, 1995; SISO, 1996; 

TALABARDON et al., 2000; GIROTO & PAWLOWSKY, 2001; GAVA, 2002; COTÉ 

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 bioquímica de oxigênio (DBO) e demanda química de oxigênio 

(DQO) do soro de queijo, encontra-se na faixa de 60 a 80 g L – 1, e, 50 a 102 g L - 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 composição 

química do soro de queijo ser rica em nutrientes, quando descartado de forma 

inadequada e/ou sem tratamento na natureza causa danos drásticos ao meio 

ambiente. Uma vez que, possui rápida degradabilidade devido  à grande presença 

de lactose e proteínas, 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 resíduos fecais produzidos 

por 1900 seres humanos. O despejo do soro cria preocupações severas de poluição 

para o meio ambiente, pois afeta características físico-químicas do local de 

eliminação do resíduo. Se o despejo ocorrer em corpos de água, a maior 

consequência é a redução do oxigênio dissolvido, dificultando deste modo a 

biodegradação, o que representa um risco para a vida aquática, para o meio 

ambiente e também para a saúde humana. 

Assim, mesmo que a maioria das indústrias lácteas, principalmente as de 

pequeno e médio porte, considere o soro apenas como um resíduo, devido a sua 

composição nutricional, comprovou-se que o soro possui potencial de aplicação 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 os avanços recentes da indústria 

de alimentos, além de aspesctos legislacionais quanto ao meio ambiente, fizeram 

com que ocorre-se a valorização de aproximadamente 50-60 % do soro residual 

para a geração de produtos de valor agregado para as indústrias alimentícia e 

química (VASALA et al., 2005; PRAZERES et al., 2012).  

O principal uso que tradicionalmente emprega o soro de leite de forma 

rentável é, a proteína do soro de leite como promotor de saúde, tanto em nutrição 

humana quanto animal. Cerca de 1,5 milhões de toneladas de constituintes 

proteicos de alto valor biólogico são produzidos a partir de soro de queijo, os quais 

impulsionam um mercado crescente de produção de concentrados proteicos, 

isolados proteicos, hidrolisados proteicos, entre outros produtos (KHEZRI et al., 

2016). Esta exploração em termos da proteina do soro, deve-se as tecnologias 

avançadas de ultrafiltração e nanofiltração que aprimoraram a exploração de fluxos 

de soro de leite (CARVALHO et al.,  2013; MARX et al., 2018).Além disso, várias 

tecnologias de processo e abordagens biotecnológicas também foram 

desenvolvidas para converter o soro em um recurso de componentes valiosos em 

uma ampla gama de bebidas comercializáveis como o mercado das bebidas lácteas  

(KRÓLCZYK et al., 2016), 
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A lactose, carboidrato presente no soro de queijo, corresponde a cerca de 

8,6 milhões de toneladas do total de soro gerado, tem grande aplicação mas é mais 

restrita que a proteína do soro, devido à grande quantidade de pessoas intolerantes 

a lactose. Diante deste potencial de aplicações, pode-se citar produção de 

biocombustíveis, polímeros biodegradáveis e bioetanol (YADAV et al., 2015), 

concentrados proteicos via processos fermentativos, metabólitos para indústrias de 

alimentos e produtos farmacêuticos, como o ácido lático e polissacarídeos, além de 

preparação de novos alimentos e bebidas (PESCUMA et al., 2015). O soro, quando 

em pó, é utilizado para intensificar a cor de produtos cárneos embutidos, durante o 

cozimento (DAGUER et al., 2010), e atua como anti-aglutinante em misturas secas 

(ZAVAREZE et al., 2010). Todas essas aplicações 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 aplicações já implantadas em escala industrial, a alternativa 

mais rentável de uso e transformação do soro é a obtenção de concentrados, 

isolados e hidrolisados proteicos, e queijo ultrafiltrado. Neste processo de 

concentração, durante a passagem do soro por um sistema de filtração de 

membrana do tipo ultrafiltração, a proteína fica retida na membrana, obtendo-se um 

retentado composto por proteínas, gordura e minerais coloidais, e um líquido 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 Nutrição 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 obtenção de concentrado proteico 

WPC 80 % de proteínas em sua composição, libera-se, para cada 1 kg produzido, 

em torno de 8 kg de permeado, enquanto para a produção do WPC 35 % são 

necessários 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 relação, tem-se uma 

produção anual de permeado líquido de aproximadamente 170 milhões de litros. 

Ademais, devido à composição do soro e permeado de soro de queijo 

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

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 

queijo, soro ácido desproteinizado, soro doce desproteinizado, ou ainda soro lácteo 

desproteinizado, é constituído por nutrientes como lactose, minerais e proteína 

(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 esboça 

as etapas até aqui descritas para a produção do permeado de soro de queijo ou 

leite desproteinizado. A Tabela 2.2 apresenta a composição média do permeado 

de soro de queijo desproteinizado.  

 

 
Fluxograma 2.1 - Esquema representativo de produção 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 aplicações, tais como, suplemento alimentar, ração animal, 

confeitaria, panificação, lácteos, salgadinhos, entre outras aplicabilidades. 



 

34 
 

Contudo, o seu valor comercial é baixo, sendo comercializado a R$ 2,20 o 

quilograma de permeado em pó (SOORO, 2020). Diante disso, pesquisas vêm 

sendo desenvolvidas com o intuito de agregar valor comercial ao permeado de soro 

de queijo desproteinizado (ZACARCHENCO et al., 2012).  

 

Tabela 2.2 - Composição média do permeado de soro de queijo desproteinizado de queijo 

Componente (mg 100 g-1) % (p/p) 

Lactose  70 – 90 

Sais Minerais  4 – 20 

Proteínas  0,5 – 5 

Gorduras  <0,1 – 2 

Cálcio 500  

Sódio 434  

Fósforo 470  

Manganês 90  

Potássio 40  

Zinco 30 – 33  

Ferro 3 – 11  

Cobre 1 – 3  

Vitamina A 80  

Riboflavina (B2) 15 – 20  

Piridoxina (B6) 5 – 10  

Tiamina (B1) 5 – 6  

Cobalamina (B12) 0,02 – 0,05  

Vitamina C 20 – 40  

Pantotenato de calico (B5) 50 – 60  

Biotina (B8) 0,1 – 0,3  

Fonte: Adaptado de MOULIN & GALZI (1984); 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 

os processos fermentativos, uma vez que esta mistura heterogênea, constituída de 

lactose, residual de proteínas e lipídeos, vitaminas e sais minerais, é 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 

queijo desproteinizado (PSQD) é 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-1, respectivamente (EL-TANBOLY et al., 2017). 
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Assim, torna-se cada vez mais necessário que alternativas viáveis sejam 

encontradas para o aproveitamento integral destes resíduos lácteos, e que passem 

a ser 100 % utilizados na produção de novos produtos de valor agregado, uma vez 

que, sua produção não é sazonal. A seguir são descritas algumas possíveis 

aplicações com estas matérias-primas. 

 

2.6 Aplicações das matérias-primas lácteas em processos biotecnológicos 

 

De acordo com estudos, estima-se que aproximadamente 50-60 % do total 

de soro e permeado de soro de queijo desproteinizado são aplicados na produção 

de novos produtos, incluindo os bioprocessos (COTÉ et al., 2004; PRAZERES et 

al., 2012; YADAV et al., 2014; YADAV et al., 2015). Dentre os quais, destacam-se 

a fermentação para a obtenção de bioetanol (DOMINGUES et al., 1999; 

KOURKOUTAS et al., 2002; COTÉ et al., 2004; ZAFAR & OWAIS, 2006; OZMIHCI 

& KARGI, 2007a; OZMIHCI & KARGI, 2007b; 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), biopolímeros, hidrogênio, metano, 

proteína unicelular e probióticos (YADAV et al., 2014; YADAV et al., 2015, 

TRIGUEROS et al., 2016) e produção de simbiótico (PASSOS, 2018).  

SACHDEVA et al. (2014) estudaram, como terapia complementar no 

tratamento de doenças associadas a gastrites crônicas, o emprego de leites 

fermentados enriquecidos com proteínas do soro de leite e Helicobacter pylori 

(microrganismos já utilizados em tratamentos gástricos). Os autores concluíram 

que a lactoférrica bovina apresenta efeito benéfico na erradicação da Helicobacter 

pylori em organismo humano, entretanto, afirmam que novos estudos práticos do 

processo fermentativo devem ser realizados para ampliar a aplicabilidade.  

O soro de leite também é aplicado em estudos que visam a redução de 

custos de produção dos polihidroxialcanoatos (PHAs), polímeros considerados 

100 % biodegradáveis, os quais vêm sendo analisados como uma alternativa para 

substituir plásticos advindos da indústria petroquímica (MARANGONI et al., 2002; 

ZORTÉA et al., 2013).  

ZORTÉA et al. (2013) averiguaram a produção de PHAs com a bactéria 

Cupriavidus necator em diversas fontes renováveis de substrato, tais como, soro 

de queijo, óleo de soja e bagaço de mandioca. Concluíram, 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 não 

apresentaram resultados significativamente diferentes no crescimento microbiano.  

HASSEMER et al. (2015) objetivaram a obtenção de polihidroxibutirato 

(PHB) em substrato de permeado de soro de queijo desproteinizado cultivando a 

bactéria Bacillus megaterium. Em 20 h de processo, com condições de cultivo a 

30 ºC, 180 rpm, com 23 g L-1 de permeado como fonte de carbono, produziram 

80 g L -1 de concentração celular.  

BARBOSA et al. (2010) verificaram a elaboração de aguardente em soro de 

queijo de coalho acrescido de 100 g L-1 de sacarose como substrato e empregando 

a levedura Saccharomyces cerevisiae. O processo fermentativo foi conduzido em 

pH 4,6, a 30 ºC e em 24 h de cultivo, foram obtidos 7,33 ºGL de etanol. Os autores 

concluíram com o estudo que a levedura S. cerevisiae mostrou-se adequada para 

a produção de aguardente em subproduto lácteo. 

Em estudo de BACH et al. (2014), foram constatados que, além da produção 

de bioetanol a partir do soro, foi possível reduzir a carga orgânica deste resíduo 

lácteo, obtendo-se redução de 73,8 % de DBO e 75 % de DQO, em 59 h.  

Nesse sentido, verifica-se o potencial de aplicação tanto do soro quanto do 

permeado de soro de queijo desproteinizado como matérias-primas lácteas 

(resíduos, subprodutos ou coprodutos da indústria láctea) propícias para o emprego 

em processos biotecnológicos, devido a sua composição nutricional (COTÉ et al., 

2004; PRAZERES et al., 2012; YADAV et al., 2014; YADAV et al., 2015).  

Portanto, as indústrias geradoras do resíduo permeado de soro de queijo 

podem ter acesso às alternativas viáveis de transformação e aplicação destes 

resíduos, de forma a reduzir os efeitos ambientais provocados por eles, e/ou, custos 

necessários 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 

produção de bioetanol. Este setor vem ganhando crescente importância dentro da 

plataforma de energia, devido à busca mundial por biocombustíveis de origem não 

fóssil. Cerca de 95 % do bioetanol atualmente produzido é oriundo de produtos 

agrícolas, açúcares simples (principalmente sacarose de cana ou beterraba) ou 

polissacarídeos complexos (principalmente amido do milho). No primeiro caso, a 

sacarose é fermentada diretamente por levedura para produzir bioetanol e dióxido 
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de carbono; no segundo, o amido precisa ser hidrolisado, química ou 

enzimaticamente, para fornecer açúcares fermentáveis (principalmente glicose e 

maltose) como substratos para fermentação de leveduras. A sacarose da cana-de-

açúcar e a beterraba representam cerca de 40 % do total de bioetanol produzido 

(ILLAMES, 2016).  

Atualmente, a produção de bioetanol no mundo está concentrada 

basicamente em 4 países principais, Estados Unidos (56 %), Brasil (28 %), União 

europeia 5 % e China 4 %, sendo que os demais países totalizam 7 % juntos (RFA 

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

 

 
Figura 2.5 - Produção global de bioetanol por país 

Fonte: Adaptada de RFA (2019).  
**Estados Unidos: 16100, Brasil: 7950, União Europeia: 1430, China: 11800, Canada: 480, 
Tailândia: 390, Índia: 330, Argentina: 290 e Resto do mundo: 550 milhões de galões. 

 
Em termos de números (Figura 2.5), os Estados Unidos produzem 

anualmente 600 bilhões de litros de bioetanol, seguidos pelo Brasil com 32,6 

bilhões de litros, União Europeia 5,4 bilhões de litros e China com 3,4 bilhões de 

litros, dos quais 40 % provém de plantações de cana-de-açúcar e 60 % de culturas 

amido (PRATA et al., 2010). Esse chamado bioetanol de primeira geração vem 

principalmente de materiais comestíveis produzidos a partir de terras aráveis, de 

modo que 50 % ou mais do custo de produção é representado pela matéria-prima 

(CARDONA et al., 2010). 

Nesse cenário, o bioetanol produzido a partir de resíduos que contenham 

lactose desempenham um papel secundário muito interessante, de acordo com 

uma estimativa realizada pelos autores GUIMARÃES et al. (2010), os quais 

concluíram que o potencial mundial de produção de bioetanol a partir de soro 

excedente atinge 2,3 milhões metros cúbicos, o que representa aproximadamente 
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3,5 % da produção mundial de etanol (ILLANES, 2016). Embora este valor pareça 

pequeno diante de outras matéria-primas primárias, já revela um grande potencial, 

conforme se observa na Figura 2.5, onde outros países não chegam a produzir isto. 

Principalmente se analisarmoso cenário mundial, pois muitos países não chegam 

a produzir este valor de 3,5 %, imagina produzir bioetanol fazendo uma conexão 

com a gestão de resíduos de soro de leite.  

Considerado, há muito tempo, como uma fonte de carbono e energia para  

produção de bioetanol a partir de leveduras, o processo utilizando permeado de 

soro de queijo desproteinizado dificilmente será competitivo, pelo menos para a 

produção de biocombustíveis (ZADOW, 1984). Aplicar subprodutos lácteos na 

produção de bioetanol é “pensar” em processos sustentáveis, eco-friendly, em 

gestão de resíduos, economia de energia, geração de empregos e em um futuro 

melhor. 

 

 

SEÇÃO II – FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.7 Processos fermentativos 

 

De acordo com AMORIM & LEÃO (2005), o termo fermentação vem do verbo 

fermentar, que é derivado da palavra “fervere” que significa ferver ou efervescer”. 

Nesse sentido, o processo de fermentação pode ser desenvolvido com substratos 

oriundos de matérias-primas orgânicas complexas, convertidas em compostos 

mais simples (BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; AMORIM & LEÃO, 2005), os 

quais, dependendo do tipo de microrganismo (leveduras, bactérias e fungos) e das 

condições de processo, possibilitam a geração de inúmeros produtos, sejam estes 

metabólitos ou elevação de massa celular (GAVA, 2002; SPINOSA, 2002).  

 

2.8 Fermentação alcoólica 

 

A fermentação alcoólica surgiu com os povos primitivos há milhares de anos 

e evoluiu com a ciência que está em contínuo desenvolvimento por meio das 

pesquisas. A fermentação consiste em um processo no qual açúcares solúveis são 
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transformados em etanol como produto principal (SHREVE,1997; LIMA et al., 2001; 

GAVA, 2002). Por definição, a fermentação alcoólica trata-se de um processo 

anaeróbio para produção de energia, com degradação de carboidratos, formação 

de etanol e dióxido de carbono (BORZANI et al., 2001).  

Na fermentação alcoólica, os microrganismos utilizados são as leveduras 

(BARUFFALDI & OLIVEIRA, 1998; BORZANI et al., 2001; SACHS, 2001), e estas 

devem apresentar, como característica principal, a capacidade para produção e 

resistência ao etanol. Contudo, para isso, deve-se considerar fatores como pH, 

concentração de substrato e temperatura, que melhor se adaptem para cada 

espécie, e também que geram o menor número de interferentes (HASHIZUME, 

2001; GAVA, 2002; HADIYANTO et al., 2014). 

Salienta-se que durante a fermentação, além do etanol e dióxido de carbono, 

também são gerados produtos secundários, tais como glicerol, ácido succínio, 

outros álcoois superiores, e também ácidos orgânicos (EVANGELISTA, 2000; 

BORZANI et al., 2001; SACHS, 2001; SPINOSA, 2002). 

 

2.8.1 Fatores que interferem na fermentação alcoólica 

 

Para a produção de bioetanol, distintos fatores físicos (temperatura e 

pressão osmótica), químicos (pH, oxigenação, nutrientes minerais, orgânicos e 

inibidores) e microbiológicos (espécie, linhagem e concentração da levedura e 

contaminação bacteriana) podem afetar o rendimento do processo, ou seja, 

comprometer a eficiência e o desenvolvimento da fermentação alcoólica (LIMA et 

al., 2001). Nesse sentido, os principais fatores que necessitam de controle são 

temperatura, pH, matéria–prima (substrato), nutrientes, concentração de inóculo 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 imprescindível 

para o processo de produção de etanol, pois em baixas temperaturas, há escassez 

de produção, enquanto temperaturas elevadas propiciam a perda por evaporação, 

ou ainda, o enfraquecimento da levedura. Ademais, a temperatura afeta as 
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fermentações paralelas, às quais originam compostos secundários (HASHIZUME, 

2001; GAVA, 2002; BACH, 2012; LIU, 2020).  

Segundo LIMA et al. (2001), conforme a temperatura aumenta, 

consequentemente eleva-se a velocidade da fermentação. Neste caso, se a ação 

não é desejável ao processo, pode haver contaminação microbiológica, paralelo a 

isso, a levedura pode apresentar-se sensível à toxicidade do etanol. Assim sendo, 

destaca-se a importância do controle de temperatura em processos industriais, 

sendo usualmente empregadas, então, temperaturas intermediárias de 30 a 33 ºC. 

De modo geral, outras pesquisas trazem uma faixa de temperatura um pouco 

maior, entre 26 a 35 ºC, para se obter alto rendimento de etanol (EVANGELISTA, 

2000; LIMA et al., 2001; GAVA, 2002). 

 

2.8.1.2 pH 
 

Outra variável importante é o pH que, segundo GAVA (2002), para 

fermentações alcoólicas 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 

à capacidade tamponante.  

HASHIZUME (2001) salienta que fermentações alcoólicas conduzidas em 

meios ácidos favorecem a produção de etanol. Contudo, para LIMA et al. (2001), 

pHs muito baixos provocam a perda de nutrientes como nitrogênio e potássio, 

podendo aumentar a sensibilidade ao etanol e aos ácidos orgânicos. 

 

2.8.1.3 Matéria-prima  
 

A matéria-prima que contenha algum açúcar ou glicose é empregada como 

substrato fermentativo, conhecido como fonte de carbono, sendo responsável pelo 

fornecimento do esqueleto carbônico ao meio de cultivo. As fermentações são 

denominadas como simples ou complexas, dependendo do tipo de substrato 

utilizado, tais como as matérias-primas açucaradas e amiláceas (LIMA et al., 2001; 

GAVA, 2002). 

As matérias-primas açucaradas podem ser fermentescíveis e não 

fermentescíveis. As fermentescíveis são as que contém monossacarídeos, se 

limitando aos sucos oriundos de frutas. Já as não fermentescíveis, são as 
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constituídas por açúcares dissacarídeos, as quais dependendo do microrganismo 

utilizado é necessária a realização do processo hidrolítico (LIMA et al., 2001). 

Enquanto as amiláceas e feculenta fermentam obrigatoriamente após o processo 

de hidrólise, etapa denominada por sacarificação, pois o amido infermentescível é 

transformado em açúcar fermentescível (LIMA et al., 2001). 

Diante do exposto, são exemplos de substratos açucarados a 

cana- de- açúcar, beterraba açucareira, sorgo sacarino, milho sacarino, melaços 

(residual), mel de abelhas e frutas. Como matérias-primas amiláceas e feculentas, 

tem-se as raízes e tubérculos feculentos, e, as matérias-primas celulósicas, tais 

como palhas, madeiras, resíduos agrícolas e sulfíticos de fábricas de papel (LIMA 

et al., 2001; GAVA, 2002). Entre outras diversas fontes de carbonos residuárias da 

indústria de alimentos, tem-se o 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 são responsáveis pelo fornecimento de 

energia química, 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 não a suplementação do meio reacional com 

macroelementos (hidrogênio, oxigênio e nitrogênio), com micronutrientes (fósforo, 

enxofre e selênio), oligoelementos ou elementos traços (metais) (vanádio, 

molibdênio, manganês, ferro, cobalto, níquel, cobre, zinco e cofatores) ou vitaminas 

(biotina e riboflavina) e aminoácidos (MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019; LIU, 

2020). 

Por fim, o processo de produção pode ainda necessitar de aeração ou não 

do meio, podendo esta aeração ser por injeção direta de oxigênio, ar comprimido 

ou por agitação mecânica (MAESTRE, 2018). Nota-se que o excesso de oxigênio 

irá favorecer a via metabólica para o crescimento celular (biomassa microbiana) 

como produto principal em detrimento à produção de etanol (HASHIZUME, 2001; 

LIMA et al., 2001; GAVA, 2002; TRIGUEROS et al., 2016; MAESTRE, 2018).  
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2.8.1.5 Concentração de inóculo  

 

Segundo Maestre (2018), para uma condução adequada do processo 

etanólico, a concentração de inóculo deve ser correspondente com a concentração 

e tipo do substrato. Para tanto, quando necessário, desenvolver o processo de 

hidrólise enzimática para os dissacarídeos ou oligossacarídeos, a fim de 

disponibilizar os açúcares ao meio de cultivo do inóculo, promovendo o crescimento 

microbiano, de modo a não haver a inibição devido ao excesso ou falta de substrato. 

 

2.8.1.6 Inibidores  
 

O processo fermentativo pode ser inibido por fatores distintos, como a 

formação dos produtos, excesso de substrato, nutrientes adicionados, temperatura, 

pH, reações paralelas do meio de cultivo e atividade enzimática (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 

várias fases, desde a fase lag, passando pela fase log, estacionária e de declínio. 

A fase lag corresponde ao período de adaptação das células microbianas ao meio 

ao qual foram inseridas, não ocorrendo reprodução celular (X = X0 = constante). A 

duração dessa fase é variável, e dependente de vários fatores como a 

concentração do inoculo (valor de X0), idade do microrganismo (tempo de pré-

cultivo) e estado fisiológico da célula.  
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Figura 2.6- Curva típica 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 após a transição, onde é possível verificar a reprodução 

microbiana efetivamente no decorrer do tempo de geração (tg). Nesta fase a 

velocidade de crescimento, identifica-se com a velocidade específica máxima e, 

portanto, a constante de crescimento é dita como velocidade específica (µx) de 

reprodução do microrganismo = velocidade específica máxima (µm) (FOGLER, 

1999; PARRONDO et al., 2000).  

Neste ponto, identifica-se a velocidade de crescimento conforme Equação 

(2.1), compreendida entre ti (tempo inicial) e tc (tempo crítico) de acordo com a 

Equação (2.2). Para HISS (2001), como tempo de geração esta como 

correlacionado com a Equação (2.2), e com µm, obtêm-se a equação simplificada 

Equação (2.3). 

 

 dX

dt
= μmX 

Eq. (2.1) 

   

 X = X0 exp  [μm(t − t0)] Eq. (2.2) 

   

 
μm =

0,693

tg
 

Eq. (2.3) 
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Em que X a concentração celular (g L-1), t o tempo (h-1), μm velocidade 

específica máxima de crescimento (h-1), X0 concentração celular inicial (g L-1), t0 

tempo inicial (h-1) e t0 tempo de geração (h-1). 

O crescimento microbiano entra em fase estacionária quando X atinge o seu 

máximo e permanece constante, obtendo um equilíbrio relativo entre as taxas de 

reprodução e de morte celular, as quais se igualam e permanecem constantes, 

provocando modificações na estrutura bioquímica do meio de cultivo (BONONI & 

SCHMIDELL, 2001; HISS, 2013). Essa interrupção pode ser ocasionada por 

esgotamento de nutrientes, quantidade de oxigênio reduzida, devido ao excesso de 

microrganismos, acúmulo de resíduos tóxicos à célula (metabólitos primários), 

alterações no pH que podem ser danosas a célula (WILLEY et al., 2009) 

Por fim, o processo chega à etapa de declínio do metabolismo, conhecida 

por fase de desaceleração ou fase de morte, onde o valor da concentração celular 

de células viáveis diminui a uma velocidade que excede a velocidade de produção 

de células novas, observando-se a diminuição da curva de crescimento celular 

(HISS, 2001). Esta fase também é conhecida como fase de respiração endógena, 

pois em condições de carência de substrato uma proporção considerável de células 

sobrevive utilizando suas reservas internas para manutenção e sobrevivência. 

Quando estas reservas internas esgotam-se, as células começam a se auto-oxidar 

(autólise) (SCHMIDELL et al., 2001). 

 

2.10 Comportamento cinético dos processos fermentativos  

 

O estudo cinético em processos fermentativos consiste primeiramente na 

análise da evolução dos valores de concentração de um ou mais componentes do 

sistema de cultivo em função do tempo de fermentação (BONONI & SCHMIDELL, 

2001; HISS, 2013). 

Dessa forma, a cinética de biotransformação está relacionada com o 

crescimento celular (biomassa microbiana) e os produtos do metabolismo, sendo 

estes dependentes dos substratos e nutrientes empregados, e das condições 

processuais de cultivo que compõem o meio (BONONI & SCHMIDELL, 2001; HISS, 

2013).  

Nessa perspectiva, a cinética química estuda as velocidades e os 

mecanismos das reações químicas (SOUZA & FARIAS, 2008). Isso possibilita a 



 

45 
 

comparação quantitativa entre as diferentes condições de cultivo, como a 

temperatura, pH e outros, por meio das velocidades de transformação e os fatores 

de conversão, os quais são obtidas a partir das curvas de ajuste (HISS, 2013).  

Assim, realiza-se uma análise dos valores experimentais quanto à 

concentração de biomassa (X), de produto (P) e de substrato (S), que ao serem 

representados em função do tempo pelas curvas de ajuste, são indicadas por X, 

P e S como sendo a variação dentro de um intervalo de tempo (tf – ti),  de acordo 

com a Figura 2.7 (HISS, 2013). 

 

 

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

 

 É fundamental conhecer o conjunto de dados durante a fermentação por 

meio do monitoramento temporal, conforme apresentado na Figura 2.7. Sistemas 

fermentativos são altamente sensíveis a mudanças sob condições anormais de 

operação. Obter um produto com o máximo de rendimento implica, portanto, em 

manter as condições de operação dentro do bioreator bem próximas de uma 

trajetória pré-estabelecida, visando processos em escala industrial, e assim, 

realizar o dimensionamento de uma instalação produtiva, bem como ampliação de 

escala e avaliação das condições operacionais, devido à possibilidade de 

comparação dos fatores que interferem nos processos fermentativos (HISS, 2013). 
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2.10.1 Velocidades específicas (µ) 

 

Segundo FOGLER (1999); PARRONDO et al. (2000); HISS (2013) e 

ZLATEVA et al. (2015), em processos descontínuos, a taxa de concentração de 

biomassa (X) aumenta no cultivo, proporcionando, por consequência, o aumento 

da concentração das enzimas que transformam o substrato (S) em produto (P), 

considerando o tempo de fermentação.  

Para tanto, GADEN (1955) fundamentou as velocidades específicas de 

crescimento microbiano (µx) conforme Equação (2.4), consumo de substrato (µS) 

pela Equação (2.5) e formação de produto (µP) pela Equação (2.6), em um dado 

instante: 

 

 
μX =

1

X

dX

dt
 

Eq. (2.4) 

   

 
μS =

1

X
(−
dS

dt
) 

Eq. (2.5) 

   

 
μP =

1

X

dP

dt
 

Eq. (2.6) 

   

Sendo, µx velocidade específica de crescimento microbiano (h-1), µS 

velocidade específica de consumo do substrato (h-1), µP velocidade específica de 

formação do produto (h-1), X concentração celular (g L-1), S concentração do 

substrato (g L-1), P a concentração do produto (g L-1) e t o tempo (h-1). 

 

2.10.2 Fatores de conversão (Y) 

 

 Um modelo que prediz o comportamento do processo fermentativo é 

determinado a partir das características específicas do processo, analisando as 

relações cinéticas pelo tratamento fenomenológico dos dados experimentais 

(PARRONDO et al., 2000; GABARDO et al., 2015; ZLATEVA et al., 2015). Dessa 

forma, ao considerar um tempo t de fermentação, é possível relacionar os valores 

de X, S e P (Figura 2.6), obtendo os fatores de conversão de substrato em célula 
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(YX/S), produto em célula (YX/P) e substrato em produto (YS/P) que estão 

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

 

 
YX S⁄ =

X − X0

S0 − S
 

Eq. (2.7) 

   

 
YX P⁄ =

X − X0

P − P0
 

Eq. (2.8) 

   

 
YP S⁄ =

P − P0

S0 − S
 

Eq. (2.9) 

 

Sendo, X0 a concentração inicial de biomassa (g L−1), X   a concentração 

final de biomassa (g L−1), S0 a concentração inicial de substrato (g L−1) e S   a 

concentração final de substrato (g L−1), P a concentração do produto (g L-1), P0 a 

concentração inicial do produto (g L-1), S0 a concentração inicial de substrato (g L−1) 

e S  a concentração final de substrato (g L−1). 

 

2.11 Modelagem matemática de processos fermentativos 

 

A modelagem matemática em processos fermentativos pode ser definida 

como a busca por representar por meio equações de balanço de massa ou molar 

dos componentes que constituem o meio reacional de fermentação, as 

transformações bioquímicas que ocorrem nos processos fermentativos através das 

velocidades de reação. Enquanto a simulação do processo corresponde à busca 

por aperfeiçoar o processo através do modelo matemático (BONONI & 

SCHMIDELL, 2001). 

A partir disso, a modelagem matemática e a simulação correspondem a 

ferramentas utilizadas na biotecnologia, bem como no desenvolvimento tecnológico 

de processos fermentativos, com o propósito de prever o comportamento do 

processo, suas condições ideais para atingir o ponto ótimo do sistema (BONONI & 

SCHMIDELL, 2001; TAVARES, 2017). 

A modelagem matemática dos bioprocessos consiste na proposição de um 

modelo matemático que descreve a fermentação, considerando o microrganismo, 
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substrato e condições operacionais específicas (BORZANI et al., 2001; 

PHISALAPHONG et al., 2006; ZLATEVA et al., 2015). 

Para tanto, os modelos matemáticos auxiliam no desenvolvimento de novas 

estratégias, com a finalidade de otimizar o processo de fermentação, relacionando 

a influência de parâmetros 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 consideração para sua elaboração, 

as taxas de crescimento microbiano e consumo de substrato, além de efeitos de 

limitação de substrato, inibição pelo produto, e também o que isso representa em 

termos de gastos com manutenção e morte celular (GHALY et al., 2007).  

 

2.11.1 Modelos mais comumente utilizados em bioprocessos 

 

 Existem inúmeros modelos disponíveis 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 

quem melhor pode descrever o comportamento dos dados experimentais se faz 

necessário quando se almeja alta produtividade.  

O modelo mais clássico para representar o comportamento do processo 

fermentativo é o Modelo de Monod (1949). A equação proposta por Monod 

interpreta a fase exponencial de crescimento, relacionando a concentração do 

substrato limitante no meio (S) com a velocidade específica (µx) de reprodução do 

microrganismo conforme proposto pela Equação (2.10), em que µm corresponde à 

velocidade específica máxima de crescimento e Ksc é a constante de saturação 

(GABARDO et al., 2015; ZLATEVA et al., 2015). 

 

 
μX =

μm S

KSc + S
 

Eq. (2.10) 

 

Sendo, µx velocidade específica de crescimento microbiano (h -1), µm 

velocidade específica máxima de crescimento (h-1), S concentração do substrato 

(g L- 1) e Ksc constante de saturação. 
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Baseado na equação de Monod, o Ksc pode ser considerado como metade 

de seu valor máximo, já que a constante representa a concentração do substrato 

na qual a velocidade de crescimento é a metade do seu valor máximo (FOGLER, 

1999; HISS, 2013; ZLATEVA et al., 2015). 

A inibição do crescimento e produção de etanol pode ocorrer devido a 

vários fatores, entre eles o excesso de substrato e a formação dos próprios 

produtos (LIMA et al. 2001; BORZANI et al., 2008). A inibição pelo excesso de 

substrato é comumente explorada pela interpretação física do modelo de inibição 

derivada da cinética enzimática de Michaelis-Menten. Esse modelo avalia a 

velocidade da reação enzimática pela influência das concentrações iniciais de 

enzima e de substrato, corroborando basicamente, na concentração do substrato 

maior que a concentração da enzima (BORZANI et al., 2008). 

Nessa perspectiva, BELLAVER et al. (2004) avaliaram a atividade 

enzimática, aumentando a concentração 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 produção de bioetanol, o fluxo 

glicolítico deve ser mantido constante. 

Quando há presença de inibidores, tais como os próprios produtos, outros 

modelos são mais aconselháveis que o modelo de Monod. Dessa forma, é possível 

representar a concentração celular (g L-1) na presença de inibidores, a partir das 

taxas de crescimento celular (µx) conforme Equação (2.11), consumo do substrato 

(µS) pela Equação (2.12) e produção de produto (µP) de acordo com a Equação 

(2.13) (PHISALAPHONG et al., 2006). 

 

 

μx = μm

(

 
S

S + KSc +
S2

Kic)

 (1 −
P

Pm
) + kd 

 

Eq. (2.11) 

 

 

 

μS =
μX

YS
X⁄

+
μP

YS
P⁄

+ms 

 

Eq. (2.12) 
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μp = μm
p

(

 
 S

S + KSc
p +

S2

Kic
p

)

 
 
(1 −

P

Pm
′
) 

Eq. (2.13) 

 

Sendo, µx velocidade específica de crescimento microbiano (h -1), µm 

velocidade específica máxima de crescimento (h-1), S concentração do substrato 

(g L- 1), Ksc constante de saturação, P a concentração do produto (g L-1), Kic 

constante de inibição, Pm constante de inibição pelo produto para o crescimento 

celular, kd efeitos da fase de morte (h-1), µS velocidade específica de consumo do 

substrato (h-1), µP velocidade específica de formação do produto (h-1), YS/X fator de 

conversão substrato em biomassa celular, YS/P substrato em produto, μm
p = 

μm máxima velocidade específica de produção do produto (h-1) e Ksc
p constante 

de saturação pelo produto. 

 Com as Equações (2.11 a 2.13), identifica-se a inibição pelo substrato e 

produto para a formação de biomassa e produto. Partindo disso, ao conhecer e 

identificar as características específicas do processo fermentativo, é possível a 

aplicação de métodos de modelagem e controle matemático a fim de melhorar as 

condições do processo analisado (ZLATEVA et al., 2015). 

Assim sendo, o modelo de Edwards, que é uma adaptação do modelo de 

Monod (1949), se diferencia entre os modelos por considerar o efeito de inibição do 

crescimento de biomassa e produto pelo substrato (KsP e KisP). Contudo, este 

modelo não considera os efeitos da fase de morte ou consumo do substrato na 

manutenção das células (kd e Kcm) (EDWARDS, 1970), conforme exposto pelas 

Equações (2.14) a (2.16). 

 

dX

dt
=

µmax ∙ S

(Ks+ S +
S²
Kis
)

X 

 

Eq. (2.14) 

dP

dt
=

vmax ∙ S

(KsP+ S +
S²
KisP

)

∙ X 

 

Eq. (2.15) 

dS

dt
= (−

1

Yxs
∙
dX

dt
−
1

Yps
∙
dP

dt
) Eq. (2.16) 
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Sendo, µmax taxa de crescimento específico máximo (h-1), S concentração 

do substrato (g L- 1), Ks coeficiente de saturação do crescimento celular (constante 

de Monod) (g L- 1), Kis coeficiente de inibição pelo substrato no crescimento celular 

(g L- 1), X   a concentração final de biomassa (g L−1), vmax taxa máxima de 

produção específica de bioetanol (h-1), KsP coeficiente de saturação para a 

produção de bioetanol (g L−1), KisP coeficiente de inibição pelo substrato na 

formação de bieotanol (g L−1), YX/S fator de conversão de substrato em célula e YP/S 

fator de conversão de produto em substrato. 

O modelo de PHISALAPHONG et al. (2006) segue os mesmos princípios do 

modelo de Edwards: considera o efeito de inibição do crescimento de biomassa e 

produto pelo substrato (Kis e KisP), não identificando os efeitos da fase de morte e 

nem o consumo do substrato na manutenção celular (Kcm). Este método diferencia-

se por englobar um termo de inibição não competitiva do crescimento pelo produto, 

de acordo com as Equações (2.17-2.19). 

 

dX

dt
=

µmax ∙ S

(Ks+ S +
S²
Kis
)

∙ (1 −
P

Pxmax
) ∙ X 

 

Eq. (2.17) 

dP

dt
=

vmax ∙ S

(KsP+ S +
S²
KisP

)

∙ (1 −
P

Ppmax
) ∙ X 

 

Eq. (2.18) 

dS

dt
= (−

1

Yxs
∙
dX

dt
−
1

Yps
∙
dP

dt
) Eq. (2.19) 

 

Sendo, µmax taxa de crescimento específico máximo (h-1), S concentração 

do substrato (g L- 1), P a concentração do produto (g L-1), Pxmax   termo de inibição 

pelo bioetanol para o crescimento celular (g L- 1), X   a concentração final de 

biomassa (g L−1), Ks coeficiente de saturação do crescimento celular (constante de 

Monod) (g L- 1), Kis coeficiente de inibição pelo substrato no crescimento celular 

(g L- 1), vmax taxa máxima de produção específica de bioetanol (h-1), KsP coeficiente 

de saturação para a produção de bioetanol (g L−1), KisP coeficiente de inibição pelo 

substrato na formação de bieotanol (g L−1), Ppmax termo de inibição pelo bioetanol 

na produção de bioetanol (g L−1), YX/S fator de conversão de substrato em célula e 

YP/S fator de conversão de produto em substrato. 
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Nesse sentido, a avaliação do modelo com melhor desempenho de 

representação do processo fermentativo é feita por meio do ajuste de parâmetros 

cinéticos dos modelos aos dados experimentais da fermentação e posterior 

comparação de parâmetros estatísticos de regressão, tais como, critério de Akaike 

(AIC) e coeficiente de determinação (R²). 

 

 

SEÇÃO III – Leveduras produtoras de etanol 

 

 

Os agentes de fermentação são as leveduras, as quais são fungos 

unicelulares (GAVA, 2002), classificadas de acordo com os processos envolvidos 

no metabolismo dos açúcares e geração de energia. As leveduras que apresentam 

efeito Crabtree, ou seja, repressão do metabolismo respiratório pela glicose, ao 

realizarem fermentação alcoólica em condições aeróbias são denominadas de 

Crabtree positivas, resultando em uma menor produção de biomassa, uma vez que 

a maior quantidade de açúcares fermentescíveis é convertida em etanol. Já as 

leveduras Crabtree negativas produzem mais biomassa a partir da glicose 

disponível no meio (LIMA et al., 2001; DASHKO et al., 2014 SUZART & DIAS, 

2007). 

Para a produção de etanol, as leveduras são os microrganismos preferidos 

para esta finalidade. As mais usualmente empregadas são as cepas do gênero 

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 gênero Saccharomyces são Crabtree positivas, pois 

realizam respiração sob condição aeróbia, porém, se adicionada certa quantidade 

de glicose ao meio, automaticamente a levedura inverte seu metabolismo e passa 

a realizar a fermentação alcoólica, e, portanto, chamada de Crabtree de curto prazo 

(DASHKO et al., 2014).  

Assim, visando a aplicação industrial, os microrganismos devem apresentar-

se com elevada eficiência na conversão do substrato em produto, acúmulo do 

produto ao meio fermentativo, não produzir substâncias incompatíveis com o 
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produto, não serem patogênicos e promover a rápida liberação do produto ao meio 

(LIMA et al., 2001). 

Nessa perspectiva, a levedura Kluyveromyces marxianus tem sido estudada 

na produção de bioetanol, por apresentar resistência a temperaturas processuais 

mais elevadas, e também, metabolizar substratos de origem láctea, além de outros 

açúcares de forma direta, não necessitando do processo de hidrólise (COTÉ 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, após ser isolada da uva. Inicialmente, esta levedura era 

denominada de Saccharomyces marxianus por apresentar características 

semelhantes às do gênero Saccharomyces (FONSECA et al., 2008).  

Observou-se que as leveduras Saccharomyces marxianus, Saccharomyces 

fragilis e Saccharomyces lactis apresentavam capacidade de metabolizar 

diferentes açúcares que as demais leveduras do gênero Saccharomyces. Em 1956, 

estas leveduras passaram a constituir um novo gênero 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 óptica e eletrônica. 

 

 

  

(a) (b) 

Figura 2.8 - Morfologia da levedura K. marxianus ATCC 36907 por microscopia óptica e eletrônica 
* (a) corresponde na microscopia óptica com ampliação de 100x. 
** (b) Microscopia eletrônica com aumento de 5000X. 
Fonte: TAVARES (2017). 
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A levedura K. marxianus (Figura 2.8) vem despertando interesse na área da 

biotecnologia quando comparada com outras espécies de leveduras, devido a sua 

grande diversidade metabólica, capacidade de assimilar uma variedade de 

açúcares, apresentar taxa mais elevada de crescimento e amplo espectro de 

termotolerância (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 ºC (ROSSI et al., 2009; LANE & 

MORRISSEY, 2010) e produzindo  etanol na faixa de 45-50 oC (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, fermentação e respiração. Esse efeito é 

caracterizado pela fermentação alcoólica em aerobiose, em elevadas 

concentrações de carboidratos ou cultivos com alta taxa de crescimento, e portanto, 

considera-se que o fator mais importante para a determinação do metabolismo 

fermentativo da Kluyveromyces é a concentração de oxigênio disponível no meio 

(FONSECA et al., 2008; LANE & MORRISSEY, 2010).  

A K. marxianus apresenta uma taxa de crescimento elevada, com tempo de 

geração equivalente a aproximadamente 70 min e uma alta capacidade secretória 

(LANE & MORRISSEY, 2010). Dessa forma, possui a capacidade natural de 

excretar enzimas com propriedades desejadas no que se refere ao custo benefício 

das etapas de downstream de um processo fermentativo, isto é, etapas de 

separação, purificação de produtos e subprodutos e tratamento de efluentes 

(HENSING et al., 1995). Além disso, apresenta elevadas taxas de sacarificação e 

fermentação, remoção contínua de etanol e contaminação reduzida (BANAT et al., 

1998). 

Segundo LANE & MORRISSEY (2010), a levedura em estudo apresenta 

poucas restrições de utilização, visto que é reconhecida como GRAS (Generally 

Regarded As Safe) e QPS (Qualified Presumption of Safety) nos Estados Unidos e 

Europa, tem destaque de aplicações nos setores alimentício, farmacêutico e de 

cosméticos. 

Este gênero de levedura tem motivado inúmeras pesquisas e aplicações 

industriais biotecnológicas como a produção de enzimas (β-galactosidase, β-

glicosidase, e poligalacturonases, inulinase entre outras), de proteínas para 
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alimentação animal ou humana, de compostos aromáticos como fenil-etanol e de 

biocombustíveis como o bioetanol (FONSECA et al., 2008). Seu destaque na 

produção de bioetanol ocorre com matérias-primas lácteas, uma vez que assimila 

de forma direta a lactose em seu metabolismo (COTÉ 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, são apresentadas pesquisas realizadas nos últimos 

nove anos advindos de processos biotecnológicos com potencial de aplicação da 

levedura K. marxianus para a obtenção 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 relevância para a presente 

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

Substrato fermentativo 
Produto de interesse 

ou aplicação 
Concentração de 

produto (g L-1) 
Tempo 

(h) 
Condições 

processuais 
Referência 

Indústrias de tequila (agave tequilana fructans - 
ATF) 

Bioetanol 49,90 96 30 ºC, pH 4,5 FLORES et al. (2013) 

Bagaço de cana e soro de ricota 
(100 g L- 1 lactose consumida) 

Etanol e biomassa 
celulósica 

49,65 e 80, 
respectivamente 

72 
39,2 ºC, 

pH 5,05, 65 rpm 
FERREIRA et al. 

(2015) 

Leite fermentado 

Purificação e a 
identificação os 

peptídeos: 
aminopeptidase, 

carboxipeptidase e 
endoproteinase 

105,60, 9,96 e 5,44, 
respectivamente 

48 
31 ºC, pH 6,5, 
189 rpm, 6 % 

inóculo 
LI et al. (2015) 

Xilose (200 g L- 1 consumida) Etanol 60,07 72 37 °C, ZHANG et al. (2015) 

Glicose (120 g L- 1) e xilose (60 g L-1) Etanol 50,10 28 42 °C ZHANG et al. (2016) 
Sacarificação simultânea de bagaço de maçã e 

caju 
Etanol celulósico 58,00 48 

40 °C, 150 rpm, 
pH 4,5- 5,0 

BARROS et al. 
(2017) 

Enzima β-galactosidase imobilizada em dióxido 
de silício em soro de leite (150 g L- 1), com 

co- imobilização S. cerevisiae e K. marxianus 
Bioetanol 63,90 6 37 °C, pH 7,0 

BENIWAL et al. 
(2018) 

Palha de carnaúba Etanol celulósico 4,77 36 
35 ºC, pH 5, 

150 rpm 
SILVA et al. (2018) 

Sorgo (hidrolisado de enzima de farelo 
vermelho) 

Bioetanol 24,35 48 
30 ºC, pH 5, 

120 rpm 
EL-IMAM et al. 

(2019) 

Bagaço de cana Etanol 29,45 24 37 ºC, pH 5 
GUILHERME et al. 

(2019) 

Farinha cladódio oriunda de Opuntia ficus-indica Etanol  12,98 4 40 °C, pH 5,5 
LOPEZ-

DOMÍNGUEZ et al. 
(2019) 

Agave salmiana (planta) Bioetanol 18,31 48 30 °C, 100 rpm LAINEZ et al. (2019) 

Xilose Etanol 24,10 72 40 ºC SUZUKI et al. (2019) 

Palha de milho Xilitol e etanol 
24,2 e 52, 

respectivamente 
24 

40 ºC, pH 5, 
200 rpm 

DU et al. (2020) 
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Tabela 2.4 - Estudos que empregaram a levedura K. marxianus em processos biotecnológicos com substrato soro  

Substrato fermentativo 
Produto de interesse 

ou aplicação 
Concentração de 

produto (g L-1) 
Tempo 

(h) 
Condições 

processuais 
Referência 

Soro de queijo Acetato de etila 
0,25 g de etil acetato 

por g de lactose 
18 

32 ºC, pH 4-5, 
101,325 Pa 

URIT et al. (2011) 

Soro de leite Bioetanol 17,04 72 28 ºC, 400rpm 
ZOPPELLARI & 
BARDI (2013) 

Soro de leite Acetato de etila 1,59 25 
32 ºC, pH ≥ 5, 

800 rpm 
LÖSER et al. (2013) 

Soro de queijo (60g L-1) Etanol 29,78 12 
33 ºC, pH 5, 150 

rpm 
MURARI et al. 

(2019) 

Soro de leite bovino 

Redução da 
antigenicidade das 

proteínas por técnicas 
ultrassônicas 

29% e 53%, 
respectivamente 

12 

35 ºC, pH 7,25, 
150 rpm, 

antigenicidade 
de α-LA e β-LG 

ZHAO et al. (2020) 
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Tabela 2.5 - Estudos que empregaram a levedura K. marxianus em processos biotecnológicos com substrato permeado (PSQD) 

Substrato fermentativo 
Produto de interesse 

ou aplicação 
Concentração de 

produto (g L-1) 
Tempo 

(h) 
Condições 

processuais 
Referência 

Permeado de soro de leite desproteinizado de 
queijo (150 g L- 1) 

Biomassa celular 15,70  26 
30 °C, pH 4,0, 

100 rpm 
ASSUNÇÃO (2014) 

Permeado (60 g L- 1) Etanol ≈27,5 12 
30 °C, pH 7, 

100 rpm 
GABARDO et al. 

(2014) 

Permeado de soro de queijo desproteinizado 
(250 g L -1) 

Oligossacarídeos de 
lactose 

322 g de prebióticos 
por kg de permeado 

de soro 
6 

50 ºC, pH 6,5, 

enzima -
galactosidase 

oriunda de 
K. lactis 

PADILLA et al. 
(2015) 

Permeado de soro de leite desproteinizado Etanol 79,1 50 
30 ºC, pH 8,5, 

150 rpm 
GABARDO et al. 

(2016)* 

Permeado de soro de queijo (120 g L- 1) Etanol 53,44 48 
30 ºC, pH 5, 

150 rpm 
DÍEZ-ANTOLÍNEZ et 

al. (2018) 

Permeado de soro de leite Etanol 8,90 18 
30 ºC, sem 

agitação 
MURARI et al. (2018) 

* Co-imobilização de S. cerevisiae e K. marxianus. 

 
 



 

 

59 
 

Assim, optou-se por aplicar a levedura K. marxianus na presente pesquisa, 

devido a sua capacidade em metabolizar de forma direta o dissacarídeo lactose, 

presente na matéria-prima láctea PSQD.  

 

2.12.1 Ação prebiótica 

 

A biomassa microbiana formada a partir de fermentações com a levedura 

K. marxianus pode proporcionar ações prebióticas ao produto. Sugere-se também 

que a levedura apresenta potencial para desenvolvimento como levedura probiótica 

(SMITH et al., 2016; PENDÓN et al., 2020). 

Os prebióticos são responsáveis por estimular o crescimento de bactérias 

bífidas, devido à fermentação no cólon realizadas por estas bactérias. Esta 

bioconversão provoca uma redução do pH intestinal e consequente ação 

bactericida, restringindo os microrganismos patógenos e demandando função 

anticarcinogênicas (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001). Além disso, os prebióticos 

proporcionam, ainda, a melhora do sistema imunológico por cooperar com a 

renovação das células epiteliais intestinais, facilitando a absorção de minerais, com 

destaque para o cálcio, magnésio, zinco e ferro (SCHOLZ-AHRENS et al., 2001).  

PASSERON et al. (2006) avaliaram a manifestação de dermatite atópica a 

partir do uso dos simbióticos e prebióticos em crianças de dois anos ou mais. As 

crianças foram divididas em dois grupos, sendo o primeiro grupo acometido a doses 

de simbióticos e o segundo a prebióticos. O monitoramento de ambos os grupos foi 

feito com a pontuação da doença antes e depois da pesquisa. Concluíram que 

houve diminuição das manifestações da dermatite, tanto para os simbióticos quanto 

para os prebióticos, tendo em vista que, antes do tratamento, o grupo simbiótico 

apresentou a pontuação de 39,1 e após 3 meses a pontuação foi reduzida para 

20,7. Todavia, o grupo prebiótico teve pontuação reduzida de 39,3 para 24,0, ao 

final dos 3 meses de tratamento. 
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SEÇÃO IV – BIOPRODUTOS FERMENTATIVOS  

 

 

2.13 Bioprodutos formados pelos processos fermentativos  

 

As bioconversões dos processos fermentativos ocorrem quando os 

microrganismos metabolizam os substratos em produtos de interesse, e 

dependendo da via metabólica (primária), há maior produção de bioetanol. 

Contudo, na sequência das reações enzimáticas das rotas metabólicas 

alternativas, pode aparecer a formação de compostos secundários, os quais podem 

ou não ser de interesse. Estes compostos estão diretos ou indiretamente 

relacionados com a adaptação e sobrevivência dos microrganismos empregados 

ao meio de cultivo (BORZANI et al., 2001; HASHIZUME, 2001; LIMA et al., 2001). 

À exemplo, têm-se como compostos secundários ou subprodutos, os ácidos 

orgânicos, biomassa microbiana e galacto-oligosacarídeo (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 combustíveis oriundos de petróleo dominam o consumo 

mundial, nessa perspectiva, a busca por alternativas sustentáveis para sua 

substituição é constante e imediata, devido aos impactos ambientais causados 

pelos combustíveis fósseis (NIKOLIC et al., 2010).  

Dessa forma, o bioetanol de segunda geração pode ser utilizado como uma 

fonte alternativa de biocombustíveis, especialmente considerando seu baixo custo 

de produção em comparação aos combustíveis fósseis e a possibilidade de ser 

obtido por diferentes fontes naturais (CALDEIRÃO et al., 2016). 

Entretanto, ainda há fatores impulsionantes na economia global que tornam 

necessária a elevação da produção de biocombustível (bioetanol), um deles, refere-

se ao alerta mundial sobre a escassez futura de combustíveis de origem fóssil, a 

qual foi estimada com uma duração máxima de 40 a 50 anos. Atrelado a essa 

deficiência energética de combustíveis fósseis, há também o apelo das instituições 
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governamentais quanto à redução da poluição ambiental e aquecimento global, 

fatores estes, que tem impulsionado o mercado na busca por combustíveis de 

natureza não poluente, como é o caso do bioetanol (MAESTRE, 2018). 

Nessa vertente, HEGDE et al. (2018) destacam que o processamento de 

alimentos produz quantidades consideráveis de resíduos ricos em nutrientes e, 

embora parte destes resíduos já seja utilizada para produzir produtos de valor 

agregado, a maioria ainda é descartada. Então, apresentar viabilidade de produção 

de álcoois, principalmente etanol e butanol, seguido de metanol, a serem 

empregados como combustíveis e solventes industriais é uma alternativa viável de 

utilização destes resíduos alimentares para a indústria. 

Em dezembro de 2017, o então presidente do Brasil, Michel Temer, 

sancionou a lei que estabeleceu o programa RenovaBio, no intuito de impulsionar 

o uso de biocombustíveis no país. A origem desta lei se deu por meio do 

compromisso do Brasil de "descarbonizar" ainda mais sua matriz energética, 

conforme acordado firmado na conferência climática de Paris (COP21). O Brasil se 

comprometeu, até 2030, uma redução de 43 % nas emissões de gases de efeito 

estufa, frente ao que era gerado no ano de 2005, e também incrementar uma 

participação de 45 % de energias renováveis na matriz energética do país, sendo 

os biocombustíveis responsáveis por 18 % deste total (BAKKER, 2018). 

Assim, visando a produção de biocombustível, bioetanol, as matérias-primas 

lácteas têm se mostrado uma opção inovadora, por ser um processo benéfico de 

reutilização e biorremediação desses subprodutos industriais altamente poluidores. 

Esse tratamento alternativo resultaria na redução dos custos decorrentes da 

necessidade de processos de tratamento de efluentes complexos e de custo 

intensivo necessário 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 bioconversão do permeado de soro de queijo desproteinizado 

em bioetanol é desejável, pois a matéria-prima a ser utilizada é secundária, ou até 

mesmo residual do processamento da indústria de laticínio, é gerada em volume 

elevado, e não compromete a produção principal de produtos do portfólio de 

lácteos, podendo ser direcionada para a produção de biocombustível em grande 

escala. Compactuando desta forma com o predito acima, há o aumento da 

produção de biocombustível sem danificar o meio ambiente, e o aproveitamento da 
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matéria-prima na integralidade, ou seja, emissão zero de resíduos (MAESTRE, 

2018). 

 

2.13.1.1 Pesquisas relacionadas à obtenção de bioetanol 

 

BACH et al. (2014) avaliaram a produção de bioetanol de soro de leite 

in natura a partir da levedura S. cerevisiae. Em 59 h de fermentação a 28 ºC, 

100 rpm, 0,05 % de enzima lactase, 65 g L -1 de sacarose e pH ≈ 6, produziu-se 

6,41 % (v/v) de bioetanol.  

GABARDO et al. (2014) avaliaram a bioconversão de permeado em 

bioetanol pela K. marxianus. O melhor ensaio gerou 1,15 g L-1 h-1 de produtividade 

em bioetanol, sendo desenvolvido a 30 ºC, pH 7,0, 150 rpm com permeado a 

60 g L- 1, extrato de levedura 3 g L-1 e peptona bacteriológica 5 g L-1. Contudo, 

seguidamente, desenvolveu-se um fermentado em biorreator de leito fluidizado, 

com células imobilizadas em alginato de cálcio nas mesmas condições 

experimentais (30 ºC, pH 7,0, 60 g L-1 permeado), obtendo uma maior 

produtividade em bietanol, 2,53 g L- 1 h- 1, demonstrando assim, potencial de 

utilização em biorreator de leito fluidizado, com células imobilizadas em alginato de 

cálcio. 

FERREIRA et al. (2015) investigaram a otimização da produção de bioetanol 

a partir de uma mistura de bagaço de cana e soro de ricota pela levedura 

termotolerante K. marxianus. Os resultados permitiram concluir que o ensaio a 39,2 

ºC, pH 5,05 e 65 rpm foi o melhor em termo de rendimento de bioetanol 49,65 g L- 1, 

com concentração de celulase de 20,50 FPU e 80 g L-1 de biomassa celulósica. 

Evidenciando assim, potencial de aplicação promissora para produção de bioetanol 

de 2a geração a partir da mistura, ao comparar com a produção apenas oriunda do 

bagaço de cana. 

GABARDO et al. (2016) produziram bioetanol em biorreatores de leito 

fluidizado empregando a levedura industrial S. cerevisiae e a não 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 formação foi de 79,1 g L-1 em 50 h de fermentação em permeado. 

Segundo os autores, a K. marxianus apresentou-se mais eficiente quando 

comparada com a S. cerevisiae nos dois substratos utilizados, devido à ausência 
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da etapa hidrolítica da lactose, destacando o potencial explorável desta levedura, 

visando uso industrial.  

O processo hidrolítico do soro e permeado de soro de queijo desproteinizado 

de leite foi analisado por GENNARI et al. (2016), que avaliaram duas enzimas 

β - galactosidase provenientes de Aspergillus oryzae e Kluyveromyces lactis, 

variando a concentração de enzima e a temperatura. Pelos resultados, pôde-se 

concluir que a enzima oriunda do fungo A. oryzae, independente da concentração, 

em 12 h de processo a 55 ºC, hidrolisou por completo o substrato. Enquanto a 

hidrólise desenvolvida pela enzima provinda da levedura K. lactis a 10 ºC, foi mais 

eficiente, mesmo não hidrolisando o substrato por completo.  

Nessa perspectiva, é possível verificar a viabilidade econômica e sustentável 

para empregar o permeado de soro de queijo desproteinizado como matéria-prima 

fermentativa em processos biotecnológicos. Uma vez que, além de ser um 

subproduto altamente poluente, apresenta composição 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 proteínas alimentares, 

principalmente em países subdesenvolvidos estimulou nos últimos anos a busca 

por fontes de proteína não convencionais, seja para consumo humano ou 

alimentação animal. Dessa forma, devido às projeções oficiais divulgadas a acerca 

do montante populacional a ser atingido em 2050, em torno de 9,8 bilhões de 

indivíduos (UN DESA, 2017), faz-se necessário um aumento na eficiência 

energética dos alimentos em 60 % em relação aos níveis atuais para que seja 

possível atender a demanda deste novo número populacional (ONUBR, 2018).  

Uma das fontes não convencionais de proteína é a de origem microbiana. O 

termo proteínas celulares ou unicelulares (single cell protein - SCP) surgiu na 

década de 1960 para especificar a biomassa microbiana produzida por 

fermentação, e segundo o Instituto de Tecnologia de Massachusetts, refere-se às 

células secas de microrganismos unicelulares comestíveis, tais como leveduras, 

fungos, bactérias e microalgas, cultivados em sistemas de cultura em larga escala 
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para uso como fontes de proteína em alimentos para humanos ou rações animais 

(SCRIMSHAW, 1968). 

As tecnologias de produção de SCP de leveduras surgiram como forma 

promissora para resolver o problema da escassez mundial de proteínas (ASHY et 

al., 1982). E, no decorrer dos anos, elas evoluíram para os processos de 

bioconversão de subprodutos de baixo valor (resíduos) em produtos com valor 

nutricional e preço de mercado elevado (UGALDE & CASTRILLO, 2002). 

Outros termos como biomassa microbiana, biomassa celular e proteína de 

biomassa microbiana são utilizados atualmente para se referir às proteínas ou aos 

concentrados proteicos obtidos de células microbianas. 

A proteína microbiana pode ser consumida diretamente, ou seja, célula 

intacta, particularmente em formulações para alimentação animal, ou pode ser 

lisada, e suas partes internas e externas extraídas e processadas. Nesse caso, 

pode ser utilizada como um ingrediente ou um substituto para alimentos ricos em 

proteínas, adequados tanto para consumo humano ou como ração animal, ou na 

forma de suplementos, aditivos (intensificadores de sabor) e agentes que fornecem 

textura (UGALDE & CASTRILLO, 2002). 

A produção de biomassa microbiana tornou-se desejável por apresentar 

rápido crescimento do microrganismo, ou seja, extraordinária capacidade de 

reprodução em curto espaço de tempo, a exemplo, algas: 2–6 h, leveduras: 1–3 h, 

bactérias: 0,5–2 h; possibilidade de uso de um número diversificado de substratos 

e alimentos não consumidos pelo homem, realizando a reciclagem e contribuindo 

com a preservação do meio ambiente; e elevado teor de proteína, podendo chegar 

a 30 a 70 % do conteúdo microbiano dissecado (ARAÚJO et al., 2009; NASSERI 

et al., 2011). 

Além do perfil de aminoácidos, muitos microrganismos SCP têm geralmente 

qualidade nutricional considerável e comparável a um ovo de galinha; além disso 

podem ser processados continuidade independente das variações sazonais e 

climáticas, e podem ser facilmente protegidos de eventos climáticos extremos, pois 

sua produção ocorre em bioreatores; independem da luz para crescer quando 

oriundas de microrganismo, ao contrario das algas onde se faz necessário o uso 

de luz 24 horas por dia; ainda como vantagem, a produção de SPC têm a 

possibilidade de controle da composição nutricional por meio de manipulações 

genéticas e ambientais (ARAÚJO et al., 2009; NASSERI et al., 2011). 
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Diante do exposto, países em desenvolvimento, como é o caso do Brasil, 

são favoráveis para a produção de biomassa microbiana, pois são ricos em 

resíduos agroindustriais, tais como resíduos do processamento de lácteos, o soro 

de leite e permeado de soro de queijo desproteinizado, os quais se utilizados no 

cultivo de microrganismos podem ser uma alternativa viável para bioconversão em 

biomassa microbiana rica em proteínas, reduzindo em torno de 90-95 % dos seus 

constituintes em termos de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) (GRUBB & 

MAWSON, 1988), e resultando em bio-ingredientes de alto valor agregado para a 

indústria de alimentos (BELEM et al.,1997). 

 

2.14.1.1 Pesquisas relacionadas à produção de biomassa microbiana 
 

MULLER (2006) verificou o crescimento da S. boulardii em shaker 

empregando glicose como substrato, na temperatura de 30 ºC, pH 3,0 e agitação 

de 200 min–1. O autor obteve 3,90 g L-1 de produção celular, com velocidade 

específica de crescimento de 0,35 h-1, produtividade 0,32 g L-1 h-1 e conversão de 

substrato em células 0,41 g g-1. Diante disso, concluiu que é possível 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 ºC. No fermentador, a rotação foi 

estabelecida em 200 min-1, enquanto no fermentador do tipo air-lift foram testadas 

duas vazões de oxigênio, 1,0 e 1,5 vvm. Os autores indicaram que não houve 

diferença significativa quanto à produtividade entre os dois sistemas. Entretanto, os 

autores perceberam que, quando a aeração foi alterada de 1,0 para 1,5 vvm, a 

velocidade específica de crescimento aumentou, e desta forma concluíram que a 

inserção de oxigênio no meio (relação da oxigenação) é um fator fundamental para 

o crescimento da S. boulardii.  

A produção de biomassa microbiana probiótica também foi estudada por 

KITAMURA (2013) em substrato melaço de cana-de-açúcar enriquecido com 

selênio a partir da S. boulardii por fermentação submersa. O cultivo foi 

suplementado com 40 g L - 1 de glicose, 12 g L -1 de extrato de levedura e 50 g L-1 

de melaço de cana, seguido de alimentação, a cada 4 h com 100 g L-1 de melaço 

de cana. Em 10 h de cultivo, a biomassa seca foi de 13,18 g L -1 com produtividade 
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de 1,32 g L -1h-1. O autor concluiu que o uso adicional de selênio favoreceu o 

crescimento celular, evidenciando o potencial de aplicação visando a obtenção da 

biomassa proteica. 

ASSUNÇÃO (2014) estudou a formação de biomassa microbiana com as 

leveduras S. cerevisiae e S. boulardii em meio contendo permeado de soro de 

queijo desproteinizado a 150 g L-1 (lactose hidrolisada), suplementado com sulfato 

de amônio, sulfato de magnésio e fosfato monobásico de potássio, a 30 ºC e 

100 rpm. A levedura S. boulardii destacou-se na produção da proteína microbiana, 

pois em 24 h de fermentação a pH 5,5, produziu 22,85 g L-1, enquanto que com a 

S. cerevisiae, obteve-se 14,22 g L- 1 em 26 h a pH 4,0.  

ASSUNÇÃO (2014), ainda, avaliou a redução do teor poluidor com base na 

demanda química e bioquímica de oxigênio do permeado, após o processo de 

fermentação alcoólica. Os resultados permitiram concluir que a produção 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 após os processos fermentativos podem ser tratáveis 

e com redução de custos. 

ESPINOSA-GONZALEZ et al. (2014) vislumbraram a conversão de 

permeado de soro de queijo desproteinizado em biomassa celular e lipídeos por 

microalgas utilizando a espécie Chlorella protothecoides em sistema descontínuo. 

Em 24 h de fermentação a 30 ºC e 200 rpm, foram obtidos 9,10 g L-1 de biomassa 

celular, apresentando 42 % de lipídeos totais (base seca), proporcionando assim, 

competência para aplicações biotecnológicas. 

YADAV et al. (2014) avaliaram o potencial de produção de proteína 

microbiana e remoção de carga orgânica após os cultivos mistos pelas leveduras 

K. marxianus e Candida krusei em soro de leite. A produtividade máxima de 

proteína microbiana foi obtida após 24 h, sendo 0,38 g L-1 h-1, com remoção de 

DQO de 34 % em 6 h. Neste estudo, os autores comprovaram que é possível 

empregar cultivos mistos com o intuito de obter melhor eficiência na remoção de 

carga orgânica em temperaturas maiores que 40 ºC e pH baixos, como 3,5.  

NADAI (2015) e TRIGUEROS et al. (2016) também estudaram o uso da 

levedura probiótica S. boulardii visando a produção de biomassa microbiana 

probiótica, em sistema descontínuo com meio de cultivo formulado com permeado 
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de soro de queijo desproteinizado de leite e sais, nas mesmas condições 

processuais a 30 ºC, pH 5,5 e 100 rpm. NADAI (2015) atingiu a maior produção, 

40,06 g L-1, no ensaio com 180 g L- 1 de permeado em 24 h, enquanto TRIGUEROS 

et al. (2016), em 24 h e com concentração de permeado de 145 g L- 1, obtiveram 

10 g L-1 de biomassa microbiana. Diante do explanado, ambos os estudos 

apontaram potencial para produção de biomassa microbiana probiótica de 

S. boularii a partir deste subproduto, sendo esta uma possível aplicação lucrativa 

para indústrias geradoras deste resíduo.  

YADAV et al. (2015) também analisaram a biotransformação do soro de 

queijo pela K. marxianus em bioproteínas, denominadas por proteínas funcionais, 

e seus peptídeos. Os autores constataram que é cabível a produção de 

bioproteínas, devido às vantagens apresentadas pelo processo, tanto de aplicar o 

resíduo quanto pela produção das proteínas funcionais. 

TRIGUEROS et al. (2016) avaliaram a otimização do cultivo de S. boulardii 

em meio composto por permeado de soro de queijo desproteinizado hidrolisado 

suplementado com sais inorgânicos, sendo que o crescimento microbiano foi 

avaliado a 30 °C, 100 rpm por 30 h. Segundo os autores, os resultados mostraram 

que a faixa ótima de pH para esta levedura é de 4,5 a 5,5, e a razão C:N deve estar 

entre 8 e 20, favorecendo assim, a obtenção de maiores taxas de crescimento, por 

conseguinte, maior quantidade de biomassa microbiana probiótica.  

Diante do explanado, verifica-se que as mais variadas matérias-primas 

podem ser empregadas em processos biotecnológicos almejando a produção de 

biomassa microbiana. Ainda, possibilitando que as indústrias geradoras de 

resíduos e/ou efluentes tenham alternativas viáveis de biotransformação e 

aplicação destes resíduos. 

 

2.14.2 Ácidos orgânicos 

 

 A produção de ácidos orgânicos diferentemente do bioetanol é considerada 

recente, pois estes processos vêm sendo desenvolvidos a pouco mais de cem 

anos. Sendo registrado em 1881, a primeira indústria em larga escala para 

produção de lactato de cálcio empregando bactérias foi em Massachusetts nos 

Estados Unidos. Este lactato era submetido a fermentações com fungos do gênero 
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Citromyces, atualmente conhecido por Penicilium, para formação do ácido cítrico 

(PENNA et al., 2001). 

Dessa forma, para PENNA et al. (2001), ácidos orgânicos também são 

conhecidos como ácidos carboxílicos, e devem ser produzidos visando a escala 

industrial, devido às possibilidades de desenvolvimento, sendo assim, 

comercializados como ácidos ou sais de ácidos. 

As fermentações que almejam a formação dos mais diversos ácidos 

orgânicos podem ser realizadas com ou sem agitação, fermentação estática ou 

submersa, tanto com leveduras quanto com fungos, bem como a partir de 

substratos fermentativos variados (MAESTRE, 2018). 

No caso da produção de ácido acético, alguns cuidados processuais são 

fundamentais para um rendimento satisfatório, tais como a escolha correta do tipo 

de processo fermentativo a ser empregado, tempo de fermentação, excesso ou 

carência de nutrientes, natureza da matéria-prima, embalagens adequadas, 

presença de contaminantes na fase de produção, acabamento e armazenamento 

do ácido acético obtido (PALMA et al., 2001; SACHS, 2001; SPINOSA, 2002; 

MAESTRE, 2017). Estes cuidados devem ser realizados na formação de todos os 

ácidos orgânicos (MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019). 

 

2.14.2.1 Pesquisas relacionadas à aplicação e formação de ácidos orgânicos  

 

Para SILVA et al. (2008), a utilização de ácidos orgânicos, como os ácidos 

ascórbico, cítrico, lático e fumárico, na alimentação animal tem se mostrado viável, 

visando o controle bacteriológico na alimentação animal. Como demonstrado pelos 

testes em que realizaram adição destes ácidos orgânicos às rações, os autores 

perceberam que as tilápias do Nilo consumiram normalmente as rações, obtiveram 

ganho de peso, conversão alimentar aparente, taxa de eficiência proteica e taxa de 

sobrevivência de acordo com a normalidade. 

 LUSTRATO et al. (2013) almejaram a reciclagem do soro de leite para a 

bioconversão de ácido acético, com a premissa de aplicar este produto na nutrição 

de vacas leiteiras. Ao final da fermentação acética (segunda etapa fermentativa), o 

teor de ácido acético foi de 8,70 g L-1. Os autores relataram que, pelos processos 

de produção de fermentado acético de soro de leite, foi possível disponibilizar uma 
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fonte alimentar alternativa para ruminantes, devido à sua estabilidade unida à sua 

palatabilidade e ao valor nutritivo do fermentado.  

No estudo de LÖSER et al. (2013), foi avaliada a produção 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 

síntese de ésteres, no crescimento do microrganismo, já que ele é requerido. 

Contudo, ferro em elevadas concentrações pode inibir a formação do produto de 

interesse (acetato de etila). Os autores concluíram que nas maiores concentrações 

ferro, a formação do solvente não era satisfatória, já nas menores concentrações, 

o crescimento da levedura era limitado reduzindo o processo de síntese. 

SPINOSA et al. (2015) desenvolveram um fermentado alcoólico de arroz 

(Oryza sativa L.) com o intuito de produzir ácido acético pelo método submerso com 

a bactéria Acetobacter sp. Para tanto, os autores oxidaram uma solução alcoólica 

de 6,28 % (p/v) de etanol a 30 °C numa vinagreira (Frings Alemanha) por 10 dias. 

Ao final deste período, foi detectada formação de 61,50 g L-1 de ácido acético, e 

ainda, composição de ácidos orgânicos, tais como ácido cis-aconítico, ácido 

maleíco, ácido trans-aconítico, ácido lático, ácido fórmico, ácido oxálico, ácido 

fumárico e ácido itacônico.  

GUNESER et al. (2016) avaliaram a formação de metabólitos voláteis a partir 

de matérias-primas residuais industriais, tais como soro de leite, polpas de tomates, 

uva e pimentões. O bioetanol foi o produto com maior concentração obtida, 

principalmente com o substrato soro de leite. Além do bioetanol, foram produzidos 

ésteres como acetato de etila, acetato de isoamílico e acetato de fenil-etila, e 

álcoois, tais como isoamílico, isoamilacetato, isobutirato de 2- fenil etil, acetato de 

feniletil e álcool fenil etílico, e ácido isovalérico. 

No estudo de BERGAMASCHI & BITTANTE (2018), foi pesquisada a 

evolução das características do sabor de queijos produzidos artesanalmente a 

partir do soro, durante o verão nas pastagens alpinas. Os autores constataram que, 

durante a fabricação do queijo, houve produção de diversos compostos voláteis 

como álcoois, aldeídos, ésteres, ácidos graxos livres, cetonas, enxofre, terpenos, 

fenol, e benzeno, compostos estes, que influenciam diretamente no sabor do 

produto desejado. 

MARTÍNEZ et al. (2018) estudaram o uso da fermentação em estado sólido 

para produzir compostos aromáticos análogos a frutas, a partir da mistura de 
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bagaço de cana-de-açúcar com melaço de açúcar de beterraba, visando aumentar 

a produção e seletividade dos ésteres formados.  

Por fim, fica evidente o nicho de produtos e aplicabilidades tecnológicas com 

as matérias-primas lácteas entre outras, a fim de produzir ácidos lático, fórmico, 

propiônico e butírico, ou compostos voláteis. Estes produtos são demandados para 

aplicações diversas, tais como em cosméticos, medicamentos, bebidas, 

conservação de alimentos e indústria química (MAESTRE, 2019). 

 

2.14.3 Galacto-oligosacarídeo 

 

 Pela reação de transgalactosilação de substratos ricos em lactose pela 

enzima β-galactosidase, popularmente conhecida como lactase, têm-se os 

galacto- oligossacarídeos (GOS). Estes são um dos principais probióticos 

pertencentes à classe dos oligossacarídeos (GREENBERG & MAHONEY, 1983; 

RUSTOM et al., 1998; MARTINS & BURKERT, 2009; BASSETO et al., 2014). 

 Os GOS são constituídos por moléculas de galactose ligadas à glicose, 

variando suas estruturas químicas de tri a decassacarídeos com 2 a 9 unidades de 

galactose (LI et al., 2008). Além disso, podem apresentar distinções na 

composição, regioquímica, ligação glicosídica e grau de polimerização (FAI & 

PASTORE, 2015).  

 A produção deste oligossacarídeo se dá pela reação de transgalactosilação. 

Contudo, esta reação não é prioritária no processo de ruptura da lactose, e sim, há 

uma competição entre as duas reações, a transgalactosilação e a hidrólise. Assim, 

além da formação de GOS, há liberação de monossacarídeos, glicose e galactose 

ao mosto (TORRES et al., 2010).  

 Deste modo, o mecanismo da reação de transgalactosilação ocorre em duas 

etapas, a primeira pela formação do complexo enzima-galactosil com liberação 

simultânea de glicose. Seguidamente, o complexo anteriormente formado é 

transferido para um aceptor com grupo hidroxil. Nesta fase, é imprescindível ao 

processo que a concentração de lactose seja elevada, uma vez que, caso isso não 

ocorra, a molécula de água será favorecida como aceptor, advindo então a 

liberação de galactose e não de GOS (TORRES et al., 2010; GOSLING et al., 

2011). 
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Nesta vertente, têm-se oligossacarídeos (probióticos), como fibras não 

digeríveis, que podem ser encontrados naturalmente em alimentos, tais como leite, 

mel, frutas ou ainda, ser obtido de modo enzimático, reação química ou 

fermentação microbiana (MUSSATO & MANCILHA, 2007; JOVANOVIC-

MALINOVSKA et al., 2014; DWIVEDI et al., 2014; GARCÍA-CAYUELA et al., 2013; 

FAI & PASTORE, 2015).  

De acordo com alguns estudos (MUSSATO & MANCILHA, 2007; 

JOVANOVIC-MALINOVSKA et al., 2014; DWIVEDI et al., 2014; GARCÍA-

CAYUELA et al., 2013; FAI & PASTORE, 2015), dentre os prebióticos, os GOS têm 

se destacado ao vislumbrarem aplicações industriais. 

 

2.14.3.1 Pesquisas relacionadas à obtenção de galacto-oligossacarídeo  

 

 PADILLA et al. (2015) utilizaram permeado de soro de queijo 

desproteinizado para a obtenção de oligossacarídeos de lactose, pela isomerização 

de transgalactosilação a partir da enzima -galactosidase oriunda de K. lactis. Os 

resultados evidenciaram a produção de 50 g 100 g - 1 de carboidratos totais, 

correspondendo a 322 g de prebióticos por kg de PSQD em 6 h de reação, a 50 ºC, 

pH 6,5 e PSQD 250 g L -1. Este potencial de biotransformação aguçou o interesse 

da indústria alimentar, diante da disponibilidade de aplicabilidade do permeado na 

formação de novos produtos. 

 HUGO et al. (2016) estudaram a obtenção de biomassa microbiana de 

Lactobacillus plantarum, pela bioconversão do PSQD em galacto-oligossacarídeos 

como meio de cultivo, a 37 ºC, pH 4,5, 150 rpm e 10 g enzima do tipo 

- galactosidase. Os autores constataram como eficiente a produtividade de 

proteína celular empregando este subproduto e a bactéria não patogênica, 

destacando a maior produção de 27,40 g por cada 100 g de lactose. 

 A produção de GOS também foi estudada a partir da hidrólise da lactose do 

soro de leite utilizando a -galactosidase (origem da K. lactis) na forma imobilizada 

por VASILEVA et al. (2016). Os autores obtiveram atividade enzimática de 13,6 U 

em processo hidrolítico a 40 ºC, pH 6,8 e 10 h e concluíram que a reação hidrolítica 

na condição imobilizada foi 16 vezes mais eficiente ao comparar com a hidrólise 

enzimática tradicional. 
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 PASSOS (2018) estudou a produção de simbiótico, constituído por galacto-

oligossacarídeo (GOS) e S. boulardii, utilizando o resíduo lácteo PSQD como 

matéria-prima, a partir de processo combinado de hidrólise e fermentação. Nesta 

pesquisa, o autor constatou que a melhor condição para produção tanto de GOS 

(262,13 g L-1) quanto de crescimento celular (2,50.108 células viáveis mL-1) foi na 

condição de 29 ºC, 0,055 % de enzima lactase oriunda do fungo Aspergillus oryzae, 

350 g L-1 de lactose, pH 5,5, triptona de soja, aeração e agitação como modo de 

inserção de oxigênio e adição da levedura probiótica após 6 h de hidrólise. 

 VERA et al. (2020) indicaram que a enzima β-galactosidase tem destaque 

entre as enzimas com aplicação industrial. Seu principal uso está relacionado à 

produção de lactose baixa, ausência de lactose ou produtos lácteos. Na atualidade, 

tem sido empregada como catalisador nas reações de transgalactosilação, 

auxiliando na síntese de oligossacarídeos de alto valor agregado. 

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

subproduto industrial de baixo valor agregado, o PSQD. 

 

 

SEÇÃO V - ESTADO DA ARTE 

 

 

2.15 Biorrefinaria - Motivação e concepção 

 

O bioetanol emergiu nos últimos anos como uma questão de extrema 

importância na política energética em todo o mundo. Veio para atender à crescente 

demanda de energia e economia sustentável, que vem sendo exigida pelos mais 

diveros orgãos governamentais como FAO, USDA (Departamento de Agricultura 

dos Estados Unidos), ODS (Objetivos de Desenvolvimento Sustentável) e 

Bioeconomy Program for Europe. Atualmente, a produção de bioetanol é um 

processo energeticamente eficiente, pesquisas adicionais estão em andamento 

para melhorar sua viabilidade econômica a longo prazo (MOHANTY et al., 2019). 

Hoje, mais de 99% de todos os biocombustíveis de primeira geração são 

produzidos a partir de culturas comestíveis. No entanto, a viabilidade a longo prazo 

desses combustíveis é questionável, devido a fatores como: (1) o uso de matéria-

prima otimizada para produção de alimentos, e não para produção de energia, 
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resultando em concorrência direta com o suprimento de alimentos; (2) aumento dos 

preços de certas culturas e alimentos devido à rápida expansão da produção global 

de biocombustíveis e, em troca, ao aumento dos custos para a produção de 

biocombustíveis; e (3) a utilização de apenas uma parte da biomassa total da planta 

para a produção de biocombustível, o que resulta em desperdício, ou seja, a 

ineficiência no uso da terra e ineficácia de energia e/ou  geração de gases de efeito 

estufa desnecessários (TO et al., 2014).  

A poluição ambiental, a geração de resíduos e a utilização de combustíveis 

fósseis têm feito a sociedade repensar e buscar por alternativas de produção, 

tecnologias e inovação tecnológicas com a premissa de aplicar os recursos de 

maneira consciente, sustentável e integrada. 

Assim, com novos estudos a definição de biorreinaria antes quase que 

exclusiva de bioetanol de segunda geração, ou seja, oriunda de biomassas 

agroindústriais, passou por evoluções e tomou novas formas e inclusões de 

conceitos, e para DRAGONE et al. (2020) hoje as biorrefinarias almejam a 

valorização dos processos pelas inovações e estratégias em um amplo espectro de 

produtos, para a implementação de economia sustentável, ambientalmente 

amigáveis e economicamente viáveis a partir de biotransformações visando escala 

industrial.  

O desenho de conceitos integrados de biorrefinaria busca uma abordagem 

consolidada para valorizar todos os possíveis fluxos de resíduos e subprodutos sob 

o conceito de economia circular, e não somente mais biomassas, mas sim qualquer 

tipo de resíduos que possa ser biotransformado. De acordo com isso, é pré-

requisito para direcionar a formulação de vários produtos em uma única vez para 

garantir processos sustentáveis (LAPPA et al., 2019). 

Subprodutos e resíduos agroindustriais podem ser transformados em 

compostos valiosos em biorrefinarias. Em trabalho recente publicado em 27 de abril 

de 2020, PENDÓN et al. (2020) apresentaram como alternativa promissora a 

produção de bioetanol combustível, proteína de soro de leite e leveduras 

probióticas a partir de soro de queijo. Uma triagem inicial em condições 

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 fermentação industrial em “miniatura”, usando 

permeado de soro de queijo reconstituído (com reciclagem de células). Após cinco 

ciclos consecutivos de fermentação, o rendimento de bioetanol atingiu 90 % do 

máximo teórico nos melhores casos, com viabilidade celular de 90 %. As células 

colhidas neste momento apresentaram propriedades probióticas, como capacidade 

de sobreviver à 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 histopatológicos 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 

probióticas, permitindo um processo integrado para a obtenção de proteínas de 

soro de leite, biocombustível e probióticos.  

HAN et al. (2019) avaliaram a produção de biocombustíveis, produtos 

químicos e nutracêuticos de forma sustentável a partir de fontes renováveis por vias 

biológicas. Os autores indicaram que a inovação da atualidade é compreender o 

metabolismo celular e os ciclos bioquímicos dos microrganismos, viabilizando 

assim, os bioprocessos e reações de hidrólise de modo sustentável. Contudo, 

salientaram a necessidade de estudos a cerca deste fato, destacando a escassez 

de estudos relacionados ao metabolismo microbiano. 

Buscando um processo autossustentável, HE et al. (2019) estudaram o 

emprego de suínos doentes como substrato para fermentação anaeróbica na 

produção de biohidrogênio e biometano. Com o estudo, os autores concluíram que 

a concentração de enzima e o pH influenciaram diretamente no rendimento máximo 

de produção, indicando que o biohidrogênio pode ser produzido em maiores 

concentrações a ser comparado com o biometano no substrato avaliado. 

HUA et al. (2018) produziram ácido glicólico por biocatálise de etileno glicol 

pela ação de Gluconabcter oxydans. A aplicabilidade deste substrato se deu por se 

tratar de um material biodegradável por polímeros e com alta qualidade. A 

bioprodução foi considerada promissora devido à redução dos impactos ambientais 

e benefícios do uso desta matéria-prima, pois a tecnologia integrada apresentou-

se com viabilidade e eficiência na bioprodução em escala industrial. 

Nesta perspectiva de biorrefinaria e processo sustentável, uma das 

preocupações é com os resíduos da indústria láctea. LAPPA et al. (2019) 
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exploraram a utilização do soro de leite em sua totalidade pela integração de 

biorrefinaria e transição da economia circular, implementando um bioprocesso 

sustentável e sem geração de resíduos, para a conversão de soro de leite em 

produtos de alto valor agregado. 

Um estudo recente (BEKATOROU et al., 2019) relatou a produção 

fermentativa de celulose bacteriana (BC) usando fluxos excedentes de acabamento 

de groselha coríntia com alto teor de antioxidantes e açúcar, via adição de fontes 

de nitrogênio e soro de queijo (SFC). Metodologia da superfície de resposta foi 

utilizada para avaliar as condições de produção de BC para misturas de SFC, e os 

autores concluíram que os resultados ótimos foram alcançados 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 

prebióticos, melhorando assim a funcionalidade do produto final, não havendo 

assim, disperdício nas cadeias alimentares. 

É notável que, processos sustentáveis a partir de matérias-primas lácteas na 

biotransformação e industrialização de novos produtos com valor comercial são 

possíveis de serem implementados e são rentáveis, de modo a disponibilizar, no 

mercado, produtos diversificados (MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019). O conceito 

de economia circular, que idealmente permite a reintrodução de componentes 

alimentares de base biológica 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 é o 

protagonista e pode justamente compactuar para a produção destes produtos 

diversificados, resultando na produção de bioetanol, pré (GOS), probióticos 

(levedura) e simbióticos (GOS e levedura), SPC, levedura in natura, lisada, 

inativada etc., na formulação de suplementos nutricionais, alimentos ou agentes de 

encapsulação com maior inclusão nos alimentos tanto para humanos quanto 

animais, o que faz com que ao final os produtos gerados tenham maior valor 

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

 

Devido ao potencial de aplicações da levedura K. marxianus em matérias-

primas lácteas, salienta-se que a inovação desta pesquisa consiste no uso de 

tecnologia integrada, pois não há relatos na literatura referente à produção destes 

produtos (bioetanol, ácidos orgânicos, biomassa microbiana e galacto-

oligosacarídeo) em um mesmo bioprocesso, destacando apenas a bioconversão 

na formação de bioetanol e biomassa por esta levedura.  

Cabe ressaltar que a matéria-prima utilizada é um subproduto de baixo valor 

agregado e com irrisória aplicabilidade comercial. Para tanto, o desenvolvimento 

de bioconversões disponibiliza novos nichos ao mercado, possibilitando ampliação 

do portfólio de produtos industriais, bem como, das indústrias já existentes, gerando 

empregos e participando do novo modelo preconizado pela sociedade para o 

segmento industrial. Este modelo visa o desenvolvimento de processos 

autossustentáveis, com emissão zero de resíduos, denominados por processos 

eco-friendly, no qual, a matéria-prima é aplicada de forma íntegra nos diversos 

sistemas de biotransformação, constituindo assim, uma biorrefinaria pelos 

potenciais de aplicações. 

Além disso, esta pesquisa compactua com o que foi preconizado pelo Brasil 

ao que refere-se ao comprometimento em reduzir as emissões domésticas de 

gases de efeito estufa em 37 % até 2025 e em 43 % até 2030, com base nos níveis 

de 2005, aumentando a produção de combustíveis renováveis.  
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CAPÍTULO 3 - MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Este capítulo é composto por quatro seções, sendo que na primeira seção 

(I), estão dispostos os procedimentos empregados na execução da parte 

experimental (processos fermentativos) para ambos os planejamentos 

experimentais. 

Já a segunda seção (II) dispõe os dois delineamentos experimentais, com 

as melhores condições processuais para a produção de bioetanol e dos demais 

produtos de interesse (ácidos orgânicos, biomassa microbiana e galacto-

oligosacarídeo). 

Na terceira seção (III), são apresentadas as técnicas, metodologias, 

equipamentos e materiais necessários para a concretização da pesquisa. E, por 

fim, a quarta seção (IV) exibe o processo de modelagem matemática para os 

planejamentos experimentais da seção (II). 

O desenvolvimento da pesquisa se deu no Laboratório de Engenharias 

Sustentáveis: Bioprocessos, Separação e Catálise na Unioeste, Campus Toledo-

Paraná. 

 

 

SEÇÃO I – PROCESSOS FERMENTATIVOS 

 

 

3.1 Substrato 

 

O substrato empregado nesta pesquisa foi o permeado de soro de queijo 

desproteinizado em pó (embalagens de 1 kg), o qual foi doado gentilmente pela 

empresa Sooro Renner Nutrição S.A., localizada na cidade de Marechal Cândido 

Rondon, Oeste do Paraná. A empresa disponibilizou a especificação técnica do 

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

desproteinizado em pó 

 

 A caracterização elementar do teor de minerais, como cálcio, magnésio, 

potássio e sódio, do permeado do soro de queijo foi realizada em equipamento de 

Espectrometria por emissão atômica por Plasma Acoplado por Indução (ICP-OES) 

marca Thermo Scientific, modelo ICAP-3600-DUO. O método de digestão foi 

efetuado por aquecimento em chapa aquecedora com ácido nítrico e peróxido de 

hidrogênio conforme disposto por JIMÉNEZ-AGUILAR & GRUSAK (2015), no 

laboratório de físico-química da Fundação para o Desenvolvimento Científico e 

Tecnológico (FUNDETEC), da cidade de Cascavel, região Oeste do Paraná.  

 A concentração dos demais elementos químicos presentes no PSQD foi 

determinada a partir da técnica analítica de Fluorescência de Raios X por Reflexão 

Total (TXRF), a partir de uma fonte de molibdênio incidindo raios X sobre a amostra 

com energia de 20 keV durante 500 s, utilizando o equipamento marca Bruker, 

modelo S2 PICOFOX no laboratório de análises analíticas do Grupo de Pesquisa 

em Engenharia Química da Unioeste de Toledo, conforme ESPINOZA-

QUIÑONES et al. (2015). 

 

3.1.2 Caracterização do permeado de soro de queijo desproteinizado em pó 

quanto à demanda química e bioquímica de oxigênio 

 

 As análises de demanda bioquímica de oxigênio (DBO) e demanda química 

de oxigênio (DQO) foram desenvolvidas no laboratório 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 quantificação da DBO e DQO, o permeado em pó foi solubilizado na 

concentração de 100 g L-1, enquanto para o permeado líquido não houve diluição 

(este permeado foi empregado na caracterização, a título de comparação quanto à 

DBO e DQO para o subproduto líquido e em pó). 

 

 

 

https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwigsJio7-HNAhVGQ5AKHZBGAd8QFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fundetec.org.br%2F&usg=AFQjCNFbSkt7z0ntpcHReQgYi7cilChqvA
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&ved=0ahUKEwigsJio7-HNAhVGQ5AKHZBGAd8QFggfMAA&url=http%3A%2F%2Fwww.fundetec.org.br%2F&usg=AFQjCNFbSkt7z0ntpcHReQgYi7cilChqvA
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3.2 Microrganismo fermentativo 

 

O microrganismo utilizado foi a levedura Kluyveromyces marxianus, CCT 

4086, Referência ATCC 46537, a qual foi doada pela indústria empresa Sooro 

Renner Nutrição S.A., oriunda da Coleção de Culturas Tropical – Fundação André 

Tosello, e encontrava-se na forma liofilizada. 

 

3.3 Produção de bioetanol e demais produtos de interesse 

 

Para a produção de bioetanol, ácidos orgânicos, biomassa microbiana e 

galacto-oligosacarídeo se faz necessária a ativação celular, seguida de três etapas 

correspondentes às condições dos meios de cultura, sendo estas, pré-inóculo, 

inóculo e, por fim, o cultivo em diferentes condições processuais.  

 

3.3.1 Ativação celular 

 

 A Kluyveromyces marxianus foi obtida na forma liofilizada, sendo ativada em 

meio de cultura ágar de extrato de malte de levedura (yeast malt extract agar - YMA) 

adaptado, composto por 3 g L- 1 de extrato de levedura, 5 g L- 1 de peptona de carne 

e 10 g L- 1 de dextrose, baseado nas orientações do fabricante. 

 O meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121 ºC por 15 min. Após 

este procedimento, inoculou-se duas alçadas 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 ºC 

por 24 h. 

 

3.3.1.1 Manutenção celular 
 

A levedura foi preservada pelo método de repique em tubos inclinados, com 

composição idêntica ao meio de cultura YMA acrescidos de 20 g L - 1 de ágar, a 

30°C por 48 h em estufa de crescimento microbiológico. Por conseguinte, os tubos 

foram armazenados em refrigeradora em temperatura de 4°C. Repiques periódicos 

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

 

O meio de cultura denominado de pré-inóculo 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, constituído pelos mesmos nutrientes e 

condições experimentais utilizados na etapa de ativação celular (item 3.3.1). O meio 

foi acondicionado em shaker por aproximadamente 18 h ou até atingir 2.108 número 

de células viáveis mL-1. 

 

3.3.3 Preparo do inóculo 

 
Os inóculos foram preparados com o intuito de eliminar o período de 

adaptação dos microrganismos ao meio de cultivo (fase lag) (CARVALHO & SATO, 

2001) para produção de bioetanol e demais produtos. Para tanto, os inóculos foram 

elaborados em condições semelhantes às 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 pó passou por um processo de redução de contaminantes 

microbiológicos, sendo que este não deve ser inferior a uma pasteurização 

(MAESTRE, 2018; MAESTRE, 2019). Assim, o permeado foi pasteurizado pelo 

processo lento a 65º C por 30 min (BRASIL, 2002), em estufa de secagem e 

esterilização marca Nova Instruments, modelo NI 1514, conforme metodologia de 

PARRONDO et al. (2003); MAESTRE (2017); MAESTRE (2018); MAESTRE 

(2019).  

O meio do inóculo foi previamente esterilizado em autoclave por 15 min a 

121 ºC, e o pH foi ajustado para 6,0, utilizando soluções de ácido clorídrico 0,1 N e 

hidróxido de sódio 0,1 N. Na sequência, de acordo com CARVALHO & 

SATO (2001), foram adicionados ao inóculo 30 mL de pré-inóculo que corresponde 

a 10 % do volume total do inóculo, sendo incubado com agitação orbital de 100 rpm 

a 30 °C, por aproximadamente 12 h ou até atingir 1,15.108 número de células 

viáveis mL-1. 
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3.3.3.1 Composição nutricional do inóculo - Planejamento experimental 

fatorial 2³ 

 

De acordo com estudo de MAESTRE (2017), foi preparado o meio do inóculo 

constituído por 6 g L-1 de ureia ((NH2)2CO), 1,5 g L-1 de sulfato de magnésio 

(MgSO4), 1,5 g L-1 de fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) e 6 g L-1 de extrato 

de levedura, acrescido de aproximadamente 88 g L - 1 de lactose oriunda do 

permeado de soro de queijo desproteinizado. 

 

3.3.3.2 Composição nutricional do inóculo – Delineamento composto central 

rotacional 

 

O volume de meio preparado para o inóculo foi de 270 mL. Os meios foram 

compostos por aproximadamente 88 g L - 1 de lactose (permeado), e nutrientes 

adicionais: 1,5 g L-1 de sulfato de magnésio (MgSO4), 1,5 g L-1 de fosfato 

monobásico de potássio (KH2PO4) e 12 g L-1 de extrato de levedura, baseado no 

estudo de MAESTRE (2017). 

 

3.3.4 Cultivos nas condições processuais  

 

Os cultivos foram desenvolvidos em reatores de vidro com volume útil de 

3 L. A tampa do reator contém dois orifícios na parte superior, um para a coleta de 

amostras por meio de uma seringa acoplada em mangueira de silicone, e outro 

orifício para alívio da pressão interna do reator.  

Os reatores apresentavam volume de 1800 mL de meio a fermentar, com 

concentração de lactose, temperatura e pH definidos pelos níveis dos 

planejamentos experimentais (seção II). 

Para iniciar os cultivos, fez-se a adição de 10 % do volume total (CARVALHO 

& SATO, 2001) a ser fermentado (2000 mL) de inóculo (200 mL) contendo a 

levedura K. marxianus.  

Durante os processos fermentativos, fez-se o acompanhamento das 

cinéticas pela determinação do pH, biomassa microbiana (número de células 

viáveis), proteína microbiana, consumo do substrato, quantificação de bioetanol, 

ácidos orgânicos e galacto-oligosacarídeo, em tempos pré-estabelecidos.  

https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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3.3.4.1 Planejamento experimental fatorial 2³ 

 

As fermentações foram preparadas com concentrações variáveis de lactose, 

e enriquecida com sais, 6 g L-1 de ureia ((NH2)2CO), 1,5 g L-1 de sulfato de 

magnésio (MgSO4), 1,5 g L-1 de fosfato monobásico de potássio (KH2PO4) e 6 g L- 1 

de extrato de levedura, sem adição de oxigênio 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 - 1 de extrato de 

levedura, 1,5 g L-1 de sulfato de magnésio, 1,5 g L-1 de fosfato monobásico de 

potássio e 6 gotas de soro de queijo (para complementar a suplementação 

nutricional). Houve adição de oxigênio (1 vvm) conforme HULL et al. (2014). Os 

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

 

 

SEÇÃO II – 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 influência das seguintes 

variáveis: temperatura (X1), pH (X2) e concentração de lactose (X3), para a variável 

resposta bioetanol. As amostras foram armazenadas e melhor analisadas quanto à 

concentração de bioetanol. Quatro ensaios foram repetidos (5, 6, 7 e 8) e novos 

produtos formados durante os processos fermentativos, os quais não haviam sido 

quantificados na etapa do mestrado, foram avaliados, além disso também foi 

analisado o comportamento da concentração de lactose presente no permeado. 

Isto, se fez necessário, pois estes dados foram utilizados na etapa posterior de 

modelagem e otimização do processo. Os níveis e valores reais das variáveis 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
https://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
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averiguadas no planejamento fatorial 2³ estão dispostos nas Tabelas 3.1 e 3.2,  

respectivamente. Em que, possui como variáveis de resposta a concentração de 

bioetanol (g L-1, v/v) (Y1) e biomassa celular (g L-1) (Y2), e os interceptos, 

representam a Equação do modelo polinomial (3.1), obtidos a partir das variáveis 

reais durante a análise estatística realizada pelo Software STATISTICATM (versão 

7.0, Statsoft, Inc.). 

 

Tabela 3.1 - Especificação dos níveis e valores reais das variáveis empregadas no planejamento 
experimental fatorial 2³ para a levedura K. marxianus CCT 4086 

Variáveis Unidades Código 
Níveis 

-1 0 -1 

Temperatura (ºC) X1 29 37 45 
pH  X2 4,5 5,5 6,5 

Lactose (g L-1) X3 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 variáveis 

Variáveis Codificadas Reais 

Ensaios Temperatura pH Lactose 
Temperatura 

(ºC) 
pH 

Lactose 
(g L-1) 

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 5,5 176 

11 0 0 0 37 5,5 176 

 

Y = b0 + b1X1+ b2X2 + b3X3 + b4 X1:X2+ b5 X1:X3 + b6 X2:X3 Eq. (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 varíaveis temperatura (X4) e pH (X5), 

com quatro pontos fatoriais (níveis ±1), três pontos centrais (nível 0) e quatro pontos 

axiais (níveis ±√2), totalizando 11 experimentos. Este planejamento objetivou 

determinar qual das variáveis independentes, temperatura (X4) e pH (X5), 

influenciariam o processo de produção de bioetanol e demais produtos, sendo o 
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bioetanol a variável resposta principal. Os níveis e variáveis foram determinadas a 

partir dos dados da superfície de resposta obtidas pelo planejamento experimental 

fatorial 2³ e estudo de HULL et al. (2014) além de análise da ficha técnica da 

levedura em estudo.  

Os níveis e valores reais das variáveis utilizadas no planejamento 

experimental para a levedura K. marxianus estão dispostos nas Tabelas 3.3 e 3.4, 

respectivamente. Salienta-se que a concentração de lactose foi fixada em 88 g L-1 

para todos os ensaios fermentativos. Sendo que variável resposta a concentração 

de bioetanol (g L-1, v/v) (Y3) e os interceptos estão representados na Equação (3.2), 

obtidos pelo Software STATISTICATM (versão 7.0, Statsoft, Inc.) a partir das 

variáveis reais. 

 

Tabela 3.3: Especificação dos níveis e valores reais das variáveis empregadas no delineamento 
composto central rotacional para a levedura K marxianus CCT 4086 

Variáveis Unidades Código 
Níveis 

-1,41 -1 0 +1 +1,41 

Temperatura (ºC) X4 20 22,9 30 37,1 40 

pH  X5 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 variáveis para a levedura K marxianus CCT 4086 

Variáveis Codificados Reais 

Ensaios Temperatura pH Temperatura (ºC) pH 

12 -1 -1 22,9 2,8 

13 1 -1 37,1 2,8 

14 -1 1 22,9 4,2 

15 1 1 37,1 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 = b0 + b1X4 + b2X5 + b11X4² + b11X5² + b12X4:X5 Eq. (3.2) 
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3.6 Análise estatística 

 

Os resultados de bioetanol e biomassa celular dos planejamentos 

experimentais foram avaliados a partir do Software STATISTICATM (versão 7.0, 

Statsoft, Inc.). Dessa forma, calcularam - se os principais efeitos das variáveis 

estudadas e suas interações, validação do modelo ao nível de 10 % de significância 

para o planejamento fatorial 2³ e 5 % para o DCCR, análise de variância (ANOVA) 

e teste F (BARROS et al., 2010; RODRIGUES & IEMMA, 2014). 

 

 

SEÇÃO III – METODOLOGIAS ANALÍTICAS 

 

 

3.7 Amostragem 

 
Para o planejamento experimental fatorial 2³, as amostras foram coletadas 

desde o início das fermentações 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 início das fermentações, em 

intervalos de 3 h até completar 15 h, após este período, 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 

análises, a distribuição do volume foi realizada da seguinte forma, 5 mL para leitura 

de absorbância, pH e contagem de células viáveis em câmara de Neubauer, 5 mL 

foram centrifugados a 14000 rpm por 5 min, sendo o sobrenadante separado do 

precipitado. O sobrenadante foi então armazenado em tubos do tipo eppendorf com 

capacidade de 1,5 mL em freezer à temperatura de -10 ºC para posterior análise 

do consumo do substrato lactose (glicose e galactose) e quantificação dos produtos 

de interesse.  
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3.8 Determinações analíticas 

 

3.8.1 Bioetanol e ácidos orgânicos  

 

Para quantificar a produção de bioetanol e outros ácidos orgânicos, 

utilizou- se a Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), aplicando a 

metodologia baseada em estudos realizados por SANTOS (2013) e EL-IMAM et al. 

(2019), além de orientações do fabricante. 

O equipamento utilizado foi o Cromatógrafo Shimadzu® Proeminence com 

coluna Rezex ROA-Ácido orgânico H+ (8 %) (250 mm x 4,6 mm), forno CTO-20A a 

temperatura de 40 °C, bomba LC-20AT, controlador CBM-20ª e detector por índice 

de refração RID-10ª. A operação se deu com fase móvel de solução de ácido 

sulfúrico (H2SO4) 0,005 mol L - 1 em fluxo de 0,8 mL min - 1, e volume de injeção de 

20 μL. Os dados foram obtidos pelo Software LS Solutions. Para a determinação 

do bioetanol, construiu-se uma curva padrão com soluções de etanol conhecidas 

de 5 a 100 g L – 1 e ácidos orgânicos na faixa de concentrações de 0,02 a 1,00 g L- 1. 

Estas curvas padrões estão disponíveis no Apêndice A. Os reagentes utilizados 

foram etanol e ácidos orgânicos: acético, propiônico, valérico, lático, fórmico e 

butírico grau HPLC de alta pureza >99 % (Sigma Aldrich). 

As quantificações foram realizadas no laboratório de Cromatografia do 

Programa de Pós-Graduação em Engenharia Agrícola do Campus Cascavel da 

Unioeste. 

 

3.8.2 Consumo de substrato  

 

O consumo do substrato lactose e dos monossacarídeos (glicose e 

galactose) foram analisados por Cromatografia Líquida de Alta Eficiência (CLAE), 

pelo laboratório de Cromatografia do Programa de Pós-Graduação em Engenharia 

Agrícola-Cascavel. O equipamento utilizado foi o Cromatógrafo Shimadzu® 

Proeminence com coluna Rezex RSO – OLIGOSSACARIDEO Ag+ (4 %) 

(200 x 10 mm) com um fluxo de 0,3 mL min-1 de água degaseificada a 75 ºC, 

injetando-se 20 μL de amostra, detectadas por índice de refração. Os dados foram 

adquiridos pelo Software LS Solutions. 
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Os carboidratos foram quantificados por comparação com o tempo de 

retenção dos padrões de glicose, galactose e lactose, sendo que foram obtidas 

equações lineares para cada um dos padrões, por meio de curva padrão com 

soluções conhecidas de 5 a 295 g L – 1. A análise foi desenvolvida conforme 

metodologia adaptada de ZIMMER et al. (2017) e ficha técnica da coluna (Anexo 

B). Para a avaliação dos resultados, fez-se necessário à utilização de curvas 

padrões de lactose (glicose e galactose) preparadas com reagente de alta pureza 

>99,9 % (Sigma Aldrich), as quais encontram-se no Apêndice B. 

Com a finalidade da confirmação do perfil de consumo do substrato de 

todos os pontos fermentativos, realizou-se a quantificação da lactose pelos 

açúcares redutores pelo método do ácido 3-5 dinitrosalicílico (DNS) em triplicata, 

seguindo a metodologia de MILLER (1959), conforme metodologia apresentada no 

Anexo C e curva padrão disponível no Apêndice C. 

 

3.8.2.1 Consumo de glicose 
 

A concentração de glicose foi verificada pelo Kit de Glicose PP, método 

enzimático-colorimétrico (Trinder), marca Gold Analisa, conforme descrito no 

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

 

3.8.3 Biomassa microbiana 

 

A biomassa microbiana foi determinada por meio da curva de correlação 

entre os métodos de espectrofotometria UV-VIS e concentração celular, conforme 

metodologia de MULLER (2006); MULLER et al. (2007) e MAESTRE (2017), a qual 

está disponível no Anexo E. 

Com os valores de concentração microbiana e leitura de densidade óptica 

obtidos, plotou-se a curva de correlação, a qual gerou uma equação linear. Esta 

equação foi utilizada para estimar os valores de concentração celular (g L-1) ao 

longo do tempo de cultivo a partir da leitura da densidade óptica realizada em cada 

amostragem. Para a quantificação da biomassa celular, aplicou- se a curva de 

correlação que encontra-se disposta no Apêndice D.  
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3.8.4 Concentração de GOS total 

 

A concentração de GOS total foi estimada conforme proposto por 

GOSLING et al. (2011), pela Equação 3.3.  

 

𝐶𝐺𝑂𝑆 = 𝐶𝐿𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒 𝑖𝑛𝑖𝑐𝑖𝑎𝑙 − 𝐶𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒 − 𝐶𝑔𝑙𝑖𝑐𝑜𝑠𝑒 − 𝐶𝑔𝑎𝑙𝑎𝑐𝑡𝑜𝑠𝑒 Eq. (3.3) 

 

Em que C representa a concentração de GOS, lactose inicial, lactose, 

glicose e galactose (g L- 1).  

 

3.8.5 Número de células viáveis 

 

Para quantificar o número de células viáveis, utilizou-se a metodologia 

adaptada da Sociedade Americana de de Químicos Cervejeiros (American Society 

of Brewing Chemists - ASBC,1988). Para tanto, empregou-se um microscópio 

marca OPTON, modelo TNE-01B-INF-LED, posicionado na objetiva de 40, 

ajustando aumento de 400x e câmara de Neubauer da marca KASVI modelo 

Neubauer Improved Bright-Line 0,0025 mm².  

As células vivas foram identificadas com a coloração azul através da adição 

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 solução de azul de 

metileno (corante) e adicionou-se água destilada para diluir a amostra, de acordo 

com a concentração celular. Fez- se a distribuição da amostra de forma equivalente 

sobre a câmara de Neubauer. 

A partir disso, com o intuito de obter o número de células em 1mm², 

contaram-se cinco quadrados na diagonal da área demarcada da câmara de 

Neubauer. Elaborou-se uma curva a partir das contagens representando-a na forma 

logarítmica Ln(N/No), em que, No é a contagem do número de células viáveis 

(NCV) no tempo zero (mL-1) e N é a contagem no tempo t. O número de células 

viáveis foi determinado pela Equação (3.4). 

 

NCV =  N ×  5 ×  fator de diluição × 104  Eq. (3.4) 
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3.8.6 Consumo de elementos químicos por TXRF  

 

 O perfil da concentração dos elementos químicos presentes no melhor 

meio de cultivo, foi quantificado durante a cinética pela técnica analítica do TXRF, 

conforme metodologia ESPINOZA-QUIÑONES et al. (2015). 

 

3.8.7 Determinação do pH  

 

O valor de potencial hidrogeniônico (pH) foi determinado em um pHmetro 

portátil devidamente calibrado marca Akso, modelo AK 103 com eletrodo de vidro, 

conforme metodologia de LUTZ (2008). 

 

3.8.8 Monitoramento do oxigênio dissolvido 

 

O oxigênio dissolvido foi monitorado com medidor de oxigênio dissolvido 

portátil marca HANNA, modelo HI 9146, com sonda de 4 m, conforme orientação 

do fabricante, com o intuito de manter constante a adição de oxigênio dissolvido ao 

meio de cultivo.  

 

3.8.9 Proteína microbiana 

 

A proteína solúvel microbiana foi determinada pelo método colorimétrico de 

LOWRY et al. (1951). 

 

 

SEÇÃO IV – MODELAGEM MATEMÁTICA 

 

 

3.9Tratamento de dados 

 

3.9.1 Velocidade específica de crescimento celular 

 

Os dados experimentais de biomassa celular (X) em função do tempo (t) 

foram ajustados a um polinômio, por conseguinte, derivou-se esta equação 
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polinomial, obtendo-se a Equação (3.5). A partir da qual pode se determinar a 

velocidade específica de crescimento celular (μ) (h-1). E, dX dt-1 foi calculada na 

fase exponencial (HISS, 2013; MURARI et al., 2018). 

 

µ = 
1

X

(dX)

dt
 

Eq. (3.5) 

 

3.9.2 Fatores de conversão 

 

3.9.2.1 Conversão de substrato em célula 
 

Determinou-se o fator de conversão de substrato em célula (YX S⁄ ) (g g-1) a 

partir da massa de células formada (X) pela massa do substrato consumido (S), 

baseado na Equação (3.6) (HISS, 2001; HISS, 2013; MURARI et al., 2018). 

 

YX S⁄ =
Xf − X0

S0 − Sf
 

Eq. (3.6) 

 

 Em que, X0 é a concentração inicial de biomassa (g L−1), X𝑓 é a 

concentração final de biomassa (g L−1), S0 é a a concentração inicial de substrato 

(g L−1) e Sf é a concentração final de substrato (g L−1). 

 

3.9.2.2 Conversão de produto em célula 
 

O fator de conversão de bioetanol em célula (YX 𝑃⁄ ) (g g-1) foi obtido 

conforme Equação (3.7) (HISS, 2001; HISS, 2013). 

 

YX/P =  
Xf − X0

Pt − Pf
 

Eq. (3.7) 

 

Sendo, X0 a concentração inicial de biomassa (g L−1), X𝑓  a concentração 

final de biomassa (g L−1), Pt a concentração total do produto (g L-1) e Pf a 

concentração final do produto (g L-1). 
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3.9.2.3 Conversão de substrato em produto 
 

O fator de conversão de substrato em bioetanol (YP S⁄ ) (g g-1) foi obtido a 

partir do bioetanol produzido no decorrer da fermentação em relação ao substrato 

consumido, conforme Equação (3.8) (HISS, 2001; HISS, 2013; MURARI et al., 

2018). 

 

YP S⁄ =
P − P0

S0 − Sf
 

Eq. (3.8) 

 

 Em que, P é a concentração do produto (g L-1), P0 é a concentração inicial 

do produto (g L-1), S0 é a concentração inicial de substrato (g L−1) e Sf é a 

concentração final de substrato (g L−1). 

 

3.9.2.4 Produtividade de bioetanol 
 

A produtividade (Qp) (g L-1 h-1) foi determinada pela quantidade de etanol 

formado durante o período de fermentação, conforme a Equação (3.9) (HISS, 2001; 

HISS, 2013; MURARI et al., 2018). 

 

Qp =
P − P0

𝑡𝑓
 

Eq. (3.9) 

 

Sendo, P a concentração do produto (g L-1), P0 a concentração inicial do 

produto (g L-1) e tf o tempo final de fermentação (h). 

 

3.9.2.5 Conversão teórica 
 

A conversão teórica de substrato em bioetanol (n) (%) foi determinada pela 

Equação (3.10) (HISS, 2001; HISS, 2013; MURARI et al., 2018). 

 

n =  
(P − 𝑃0)100

(St− Sf)0,5368
  Eq. (3.10) 
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Em que, P é a concentração do produto (g L-1), P0 a concentração inicial do 

produto (g L-1), St a concentração total de substrato (g L−1), Sf concentração final de 

substrato (g L−1) e 0,5368 é a conversão de massa. 

 

3.10 Modelagem matemática dos processos fermentativos 

 

Em alguns casos o substrato pode inibir a formação do produto quando em 

níveis elevados de concentração, nestas condições é necessário usar modelos de 

inibição pelo substrato, como por exemplo o modelo de EDWARDS (1970) que 

considera a inibição do crescimento pelo substrato sob o modelo de Monod. E, o 

modelo de Phisalaphong, que apresenta inibição pelo substrato e produto, também 

partindo do modelo de Monod. Dessa forma, para o desenvolvimento da 

modelagem matemática dos cultivos de K. marxianus foram avaliados os modelos 

fenomenológicos de Edwards (EDWARDS, 1970) referentes as Equações (3.11) a 

(3.13) e PHISALAPHONG et al. (2006) conforme as Equações (3.14) a (3.16). 

 

dX

dt
=

µmax ∙ S

(Ks + S +
S²
Kis
)

X 

 

Eq. (3.11) 

dP

dt
=

vmax ∙ S

(KsP + S +
S²
KisP

)

∙ X 

 

Eq. (3.12) 

dS

dt
= (−

1

Yxs
∙
dX

dt
−
1

Yps
∙
dP

dt
) Eq. (3.13) 

 

 

dX

dt
=

µmax ∙ S

(Ks + S +
S²
Kis
)

∙ (1 −
P

Pxmax
) ∙ X 

 

Eq. (3.14) 

dP

dt
=

vmax ∙ S

(KsP + S +
S²
KisP

)

∙ (1 −
P

Ppmax
) ∙ X 

 

Eq. (3.15) 
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dS

dt
= (−

1

Yxs
∙
dX

dt
−

1

Yps
∙
dP

dt
) Eq. (3.16) 

 

Sendo, µmax taxa de crescimento específico máximo (h-1), S concentração 

do substrato (g L- 1), Ks coeficiente de saturação do crescimento celular (constante 

de Monod) (g L- 1), Kis coeficiente de inibição pelo substrato no crescimento celular 

(g L- 1), X   a concentração final de biomassa (g L−1), vmax taxa máxima de 

produção específica de bioetanol (h-1), KsP coeficiente de saturação para a 

produção de bioetanol (g L−1), KisP coeficiente de inibição pelo substrato na 

formação de bieotanol (g L−1), YX/S fator de conversão de substrato em célula, YP/S 

fator de conversão de produto em substrato e Ppmax termo de inibição pelo 

bioetanol na produção de bioetanol (g L−1).  

O modelo de Edwards é uma adaptação do modelo de MONOD (1949), e se 

diferencia por considerar o efeito de inibição do crescimento de biomassa e produto 

pelo substrato (KsP e KisP), não considerando, contudo, os efeitos da fase de morte 

ou consumo do substrato na manutenção das células (kd e Kcm). Já o modelo de 

PHISALAPHONG et al. (2006) segue os mesmos princípios do modelo de Edwards, 

pois considera o efeito de inibição do crescimento de biomassa e produto pelo 

substrato (Kis e KisP), não identificando os efeitos da fase de morte e nem o 

consumo do substrato na manutenção celular (Kcm). Este modelo diferencia-se por 

englobar um termo de inibição não competitiva do crescimento pelo produto. 

Em função do comportamento experimental observado na cinética de 

fermentação na qual detectou-se a formação de bioetanol quando não existia 

substrato disponível e com a redução da população dos microrganimos. O modelo 

fenomenológico desenvolvido, é apresentado pelas Equações (3.17-3.20). 

 

dP

dt
=

vmax ∙ S

(KsP + S +
S²
KisP

)

(1 −
P

Ppmax
) ∙ X 

 

Eq. (3.17) 

dS

dt
= (−

1

Yxs
∙
dX

dt
−
1

Yps
∙
dP

dt
) Eq. (3.18) 

 

 

Se P(t) ≤ Pxmax 
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dX

dt
=

µmax ∙ S

(Ks + S +
S2

Kis
)
∙ (1 −

P

Pxmax
) ∙ X 

 

Eq. (3.19) 

Se P(t) > Pxmax 

dX

dt
= kd ∙ X Eq. (3.20) 

 

Sendo, µmax taxa de crescimento específico máximo (h-1), S concentração 

do substrato (g L- 1), X   a concentração final de biomassa (g L−1), Ks coeficiente de 

saturação do crescimento celular (constante de Monod) (g L- 1), Kis coeficiente de 

inibição pelo substrato no crescimento celular (g L- 1), vmax taxa máxima de 

produção específica de bioetanol (h-1), KsP coeficiente de saturação para a 

produção de bioetanol (g L−1), KisP coeficiente de inibição pelo substrato na 

formação de bieotanol (g L−1), YX/S fator de conversão de substrato em célula, YP/S 

fator de conversão de produto em substrato, Ppmax termo de inibição pelo bioetanol 

na produção de bioetanol (g L−1) e kd de morte celular na fase de morte (h-1). 

O novo modelo proposto se baseia no modelo de Phisalaphong, com três 

novas proposições, sendo estas, a regulação da fase de crescimento versus fase 

de morte; o coeficiente de manutenção celular e a liberação de bioetanol residual.  

Propõe-se como início da fase de morte celular o momento que a 

concentração de bioetanol atinge seu valor crítico, isto é, P(t) = Pxmax. Divide-se o 

modelo, então, em dois termos: um, representado conforme Equação (3.8) no 

modelo de PHISALAPHONG et al. (2006), válido do início da fermentação até o 

instante que o bioetanol atinge sua concentração crítica; outro após este instante, 

representado por uma taxa constante de morte celular. 

O coeficiente de manutenção celular (Kcm) representa a quantidade de 

substrato consumido pela célula para reestabelecer níveis energéticos além da 

quantidade necessária para crescimento, e já foi utilizado em modelos matemáticos 

como de ARIYAJAROENWONG et al. (2016) e TRIGUEROS et al. (2016).  

A liberação de bioetanol residual, corresponde a liberação do produto 

bioetanol quando o mesmo encontra-se intracelular (DUTTA, 2008). Assim, o 

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

visto que, a cinética não acompanha o crescimento experimental. 

 

3.10.1 Análise e avaliação dos modelos 

 

Os modelos foram estudados a partir do ajuste dos parâmetros cinéticos dos 

modelos de forma simultânea para os dois conjuntos de dados cinéticos que 

apresentaram a maior produção de bioetanol. O ajuste empregando um conjunto 

maior de dados é importante devido ao aumento dos graus de liberdade, além 

disso, os parâmetros ajustados são mais confiáveis e representam melhor o 

fenômeno investigado. 

Dessa forma, realizou-se o ajuste de parâmetros pela minimização dos 

quadrados dos desvios entre valores experimentais e teóricos, utilizando o método 

global de otimização de Nelder-Mead (NELDER & MEAD, 1965), e para a resolução 

do sistema de equações diferenciais, utilizou-se o método de Rosenbrock 

(ROSENBROCK, 1963) no Software Maple 18® em um microcomputador Asus 

IntelCore i7, 8GB RAM de memória.  

As estimativas iniciais para os parâmetros cinéticos e função objetivo, 

necessárias para efetuar o ajuste, foram construídas baseadas em uma sequência 

de considerações e análises. Assim, os valores de Pxmax e Ppmax foram obtidos 

a partir da análise gráfica dos dados experimentais de biomassa e produto, e 

definiu-se como estimativa inicial o valor da concentração de bioetanol, em que a 

respectiva curva de crescimento muda sua concavidade. 

Os parâmetros de velocidade de crescimento celular e de produto (μmax, 𝐾s, 

vmax e KsP) foram obtidos através de regressão linear do gráfico de 

Lineweaver– Burk pelas estimativas iniciais (corrigir), neste caso, pode ser utilizado 

a linearização, construído através da linearização da equação de Monod, 

apresentada na Equação Eq. (3.21): 

 

𝑋

𝑑𝑋
𝑑𝑡

=
𝐾𝑠

𝜇𝑚𝑎𝑥
∙
1

𝑆
+

1

𝜇𝑚𝑎𝑥
  Eq. (3.21) 

 

Essa avaliação (Equação 3.21) desconsidera os termos de inibição 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 inibição, a determinação 

dos paramêtros foi realizado com os dados experimentais do Ensaio 1, que possui 

menor concentração de substrato e os valores de 𝜇𝑚𝑎𝑥 e 𝑣𝑚𝑎𝑥 obtidos pelo gráfico 

de Lineweaver–Burk (LB) foram corrigidos pelas correlações expressas nas 

Equações Eq. (3.) e Eq. (3.23) 

 

𝜇𝑚𝑎𝑥 = 𝜇𝑚𝑎𝑥𝐿𝐵 ∙
1

(1 −
𝑃(𝑡)
𝑃𝑥𝑚𝑎𝑥

)
 

 

Eq. (3.22) 

𝑣𝑚𝑎𝑥 = 𝑣𝑚𝑎𝑥𝐿𝐵 ∙
1

(1 −
𝑃(𝑡)
𝑃𝑝𝑚𝑎𝑥

)
 

Eq. (3.23) 

 

Para os termos de inibição de substrato (Kis e KisP) (g L-1), fator de 

conversão de substrato em célula e de produto em substrato (YX/S e YP/S) (g g-1), kd 

de morte celular na fase de morte (h-1), coeficiente de manutenção celular (Kcm) 

(g L-1) e constante de liberação de etanol residual (h -1) foram utilizados valores 

médios encontrados em BORZANI et al. (2001) e PHISALAPHONG et al. (2006) e 

ajustados manualmente com base na boa adequação gráfica de modelo e dados 

experimentais.  

A função objetivo para o ajuste (Equação 3.23) foi construída baseada na 

análise empírica dos dados e nas proporções entre os dados experimentais 

disponíveis (Equações 3.24-3.27): 

 

E1 = (
Xexp− Xmodelo

Xmodelo
)
2

 

 

Eq. (3.24) 

E2 = (
Sexp − Smodelo

Smodelo
)
2

 

 

Eq. (3.25) 

E3 = (
Pexp− Pmodelo

Xmodelo
)
2

 

 

Eq. (3.26) 

Função Objetivo = 6 ∙ E1 + 2 ∙ E2 + 5 ∙ E3 Eq. (3.27) 

 

O desempenho dos modelos matemáticos foi avaliado pelos parâmetros de 

regressão critério de Akaike (AIC) (AKAIKE, 1974) e coeficiente de determinação 

(R²). 
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Salienta-se que o valor do coeficiente de determinação (R2) avalia a 

qualidade da regressão de forma absoluta, enquanto, o critério de Akaike considera 

o número de parâmetros do modelo, com objetivo de “punir” o aumento 

desnecessário desse número, evitando assim erros por overfitting. Quanto maior o 

coeficiente de determinação e menor o valor do critério de Akaike, melhor é o 

modelo. 
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CAPÍTULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

 

Neste capítulo, são apresentados os resultados e discussões, referentes à 

caracterização da matéria-prima, planejamentos experimentais, modelagem 

matemática na formação de bioprodutos e possibilidade de criação de uma 

biorrefinaria a partir de permeado de soro de queijo desproteinizado (PSQD). 

 

4.1 Caracterização do permeado de soro de queijo desproteinizado em pó 

 

A análise quantitativa dos elementos presentes na matéria-prima láctea, 

permeado de soro de queijo desproteinizado (PSQD), foi realizada para identificar 

e quantificar quais elementos encontravam-se já presentes no PSQD em pó, e 

quais eram necessários fazer-se uma suplementação no meio, para ocorrer 

crescimento celular, produção de bioetanol e bioprodutos pela levedura 

K. marxianus.  

A Tabela 4.1 disponibiliza a caracterização da composição química 

elementar do PSQD em pó, enquanto a Tabela 4.2 apresenta os valores referentes 

à caracterização do PSQD em pó quanto ao teor de lactose, carboidratos, 

proteínas, lipídios, umidade, cinzas, acidez, DBO, DQO, sais minerais e pH. No 

anexo A, estão dispostos maiores detalhes referente às características do 

permeado, fornecidos pela empresa Sooro Renner Nutrição S.A.  

 
Tabela 4.1 - Caracterização da composição química elementar do permeado de soro de queijo 

desproteinizado em pó 

Elementos Símbolos Concentração (mg kg-1)* 

Fósforo P 4660,07 

Enxofre S 623,19 

Cloro Cl 5918,29 

Ferro Fe 35,07 

* Técnica TXRF. 

 

 

 

 

 

 



 

 

99 
 

Tabela 4.2 - Caracterização do permeado de soro de queijo desproteinizado em pó 

Caracterização (mg L-1) (mg kg-1) (g 100g-1) (%)  

DBO* 65.258     
DQO* 85.300     

Lactose**    89,42  
Proteínas**   4,16   
Cálcio***  250    

Magnésio***  50    
Potássio***  751    

Sódio***  305    
Carboidratos**   90   
Gordura Total**   0,1   

Umidade**    1,14  
Acidez (% ácido lático)**    1,03  
Cinzas (sais minerais)**    5,28  

 pH**     6,47 

* Método APHA (2005). 
** Ficha técnica Sooro Renner Nutrição S.A. 
*** Técnica ICP. 

 

Observa-se nas Tabelas 4.1 e 4.2, que o PSQD possui em sua constituição 

sais minerais, considerados macronutrientes na composição de meios de cultura, 

como o cálcio, magnésio, potássio, fósforo e enxofre, e como micronutrientes, o 

sódio, cloro e ferro. Estes nutrientes são essenciais para o metabolismo e 

crescimento de leveduras (ROSE, 1976). 

Segundo REHM et al. (1995), os sais minerais são requeridos no meio por 

serem responsáveis pela regulação do transporte de cátions divalentes, como é o 

caso do potássio. O magnésio é utilizado como cofator ou ativador de enzimas na 

etapa de glicólise, e na membrana ATP-ases, aumenta a síntese de ácidos graxos 

e regulando o nível de íons intracelulares. Já o sódio é requisitado em menores 

quantidades, porém apresenta papel fundamental na regulação da pressão 

osmótica da célula, sendo responsável pela manutenção 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 frações 

mássicas médias deste componente na faixa de 68 a 90 %.  

Em relação ao teor de proteína (fonte de N) no permeado, observa-se uma 

quantidade baixa deste nutriente, 4,16 g 100 g-1 (Tabela 4.3). ESPOSITO (2004) 

cita que os macroelementos adicionados no meio fermentescível quando o produto 

de interesse é etanol devem ter uma relação (C:N), onde o componente (C) esteja 

em excesso, para favorecer a formação deste produto e outros metabólitos 

secundários. Já uma relação (C:N) maior ou igual a 10 promoverá alto conteúdo 
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proteico (biomassa celular), e consequentemente menor quantidade de etanol.  

Verifica-se que o PSQD atende esta relação (C:N), apresentando uma razão 

89:0,0416 (C:N) %, ou seja, elevado teor de lactose, frente à pequena quantidade 

de proteína, o que favorece sua aplicação na etapa de fermentação alcoólica, 

inclusive se fazendo necessário a suplementação do meio de cultivo com fonte de 

nitrogênio ureia para que haja crescimento celular. 

Para um processo fermentativo, a fonte de carbono (C) é o elemento 

solicitado em maior quantidade, pois é imprescindível como fonte de energia para 

que o processo ocorra, embora o nitrogênio (N) seja também um elemento 

necessário para a síntese de proteínas (≈16 %) e outros componentes celulares, 

como ácidos nucléicos (HALÁSZ & LASZTITY,1991; REED & NAGODAWITHANA, 

1995). 

Em relação à DBO e DQO para o PSQD in natura (líquido), foram obtidos os 

valores de 60.149 e 75.300 mg L-1, respectivamente, demonstrando seu potencial 

poluidor. Observa-se que os valores de DBO e DQO do permeado são condizentes 

com a literatura, sendo citados valores de DBO entre 30.000 e 60.000 mg L-1 

(GUIMARÃES et al., 2010; LIMA et al., 2012; PRAZERES et al., 2012; 

ZACARCHENCO et al., 2012). Em relação à DQO, GUIMARÃES et al. (2010), 

CARVALHO et al. (2013) e BANASZEWSKA et al. (2014) relataram valores entre 

60.000 e 80.000 mg L-1. EL-TANBOLY et al. (2017) obtiveram valores de DBO e 

DQO de 55.000 e 72.400 mg L-1, respectivamente. 

 

4.2 Produção de bioetanol e biomassa microbiana: planejamento 

experimental fatorial 2³ 

 

 Os resultados médios das variáveis referentes à produção de bioetanol e 

biomassa celular com levedura K. marxianus em 45 h de fermentação investigado 

por meio de um planejamento experimental fatorial 2³ são apresentados na Tabela 

4.3, com valores expressos em (g L-1).  
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Tabela 4.3 - Matriz do planejamento experimental fatorial 2³ com os valores reais das variáveis 
averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L-1) para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 45 h 

Ensaios 

Variáveis independentes Variáveis respostas 

Temperatura 
(ºC) (X1) 

pH 
(X2) 

Lactose  
(g L-1) (X3) 

Bioetanol  
(g L-1) (Y1) 

Biomassa celular 
(g L-1) (Y2) 

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 19,59±0,09 1,91±0,02 

5 29 4,5 264 42,80±0,08 5,87±0,07 

6 45 4,5 264 18,04±0,04 5,90±0,09 

7 29 6,5 264 29,00±0,05 9,44±0,04 

8 45 6,5 264 12,36±0,06 7,39±0,09 

9 37 5,5 176 34,53±0,06 5,30±0,07 

10 37 5,5 176 33,28±0,08 5,38±0,07 

11 37 5,5 176 33,50±0,07 5,40±0,08 

 

Analisando a Tabela 4.3, nota-se que a maior produção de bioetanol ocorreu 

no ensaio 1, realizado com 88 g L-1 de lactose, 29 °C, pH 4,5 em 45 h, obtendo 

50,65 g L-1 enquanto produziu 4 g L-1 de biomassa celular, seguido do ensaio 5 com 

concentração de 42,80 g L-1 de bioetanol que também foi conduzido a 29 °C e pH 

4,5, porém com 264  g L-1 de lactose, obtendo uma concentração celular de 

5,87 g L-1. Além disso, a menor produção se deu no ensaio 8, sendo esta, de 

12,36 g L-1 de bioetanol, apresentando 7,39 g L-1 de biomassa celular.  

Constata-se (Tabela 4.3) que os dois ensaios com maior produção em 

bioetanol (Ensaios 1 e 5) empregaram temperatura (X1) e pH (X2) iguais, tendo 

como única variável a concentração de lactose (X3).  

Diante do exposto, para avaliar quais foram as variáveis interferentes no 

processo de produção de bioetanol e biomassa celular foi realizada a análise 

estatística dos dados. Os resultados foram expressos em termos de Diagrama de 

Pareto (Figura 4.1), estimativa de efeitos principais e interações das variáveis 

(Tabela 4.4), análise de variância (ANOVA) (Tabela 4.5), modelo de regressão (Eq. 

4.1 e 4.2), gráfico de valores preditos por valores observados (Figura 4.2) e 

superfícies de contorno (Figura 4.3 e 4.4). 
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(a) (b) 

Figura 4.1 - Diagrama de Pareto com efeitos das variáveis e interações verificadas no 
planejamento experimental fatorial 2³ ao nível de confiança de 90 % para as variáveis bioetanol (a) 

e biomassa celular (b) para a levedura K. marxianus CCT 4086 
 

Tabela 4.4 - Estimativa de efeitos principais e interações entre as variáveis analisadas no 
planejamento experimental fatorial 2³ em 45 h de fermentação para as variáveis bioetanol e 

biomassa celular para a levedura K. marxianus CCT 4086 

Resposta Variáveis Efeito p-valor Coeficiente Erro padrão 
do coeficiente 

Y1 

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 
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 

Y2 

Média/Intercepto 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 
X3 3,95 0,00002 1,98 0,08 

X1 x X2 -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 

R²: 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 variáveis avaliadas, visando a produção de bioetanol (Y1), a 

temperatura (X1), concentração de lactose do PSQD (X2) e o pH (X3) foram 

significativos negativamente. Assim, para a produção de bioetanol (Figura 4.1.a) 

concentrações menores de lactose e baixos valores de pH e temperaturas 

favorecem a formação deste composto. Em relação à biomassa celular (Y2), as 

variáveis lactose (X2), pH (X2) e relação pH e lactose (X2 x X3) foram significativos 

positivamente, influenciando em concentração e valores maiores (Figura 4.1.b). Já 

os fatores temperatura (X1) e relação temperatura e pH (X1 x X2) apresentaram 
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relevância negativamente. A influência foi determinada dentro de um intervalo de 

confiança de 90 % (p-valor<0,10).  

 

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

Resposta 
Fonte de 
variância 

Soma 
Quadrática 

(SQ) 

Graus de 
Liberdade 

(GL) 

Média 
Quadrática 

(MQ) 
Fcalc Ftab 

 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 determinação, R2, 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 

produção de bioetanol (Ftab 3,4,0,10 = 4,19), já para a biomassa microbiana foi ≈ 35 

vezes maior que o valor de Ftab 5,4,0,10 = 4,05, para um intervalo de confiança de 90 

% (BARROS et al., 2010). Assim, pode-se afirmar a partir das variáveis reais que o 

modelo de regressão proposto (Eq. 4.1 e 4.2) é válido para a produção de bioetanol 

(Y1) e biomassa celular (Y2). 

 

Y1 = 179,23-3,06X1–17,26X2–0,05X3+0,32X1:X2–
0,0002X1:X3+0,0014X2:X3 

Eq. (4.1) 

  

Y2 = 2,14+0,24X1-0,02X2-0,03X3-0,04X1:X2–

0,0001X1:X3+0,01X2:X3 

Eq. (4.2) 

 

 O modelo obtido pela ANOVA pode ainda ser avaliado, pelo 

comportamento observado no gráfico de valores preditos pelos observados, 

conforme apresentado na Figura 4.2 (a e b), e pelas superfícies de contorno 

(Figuras 4.3 e 4.4). 
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(a) (b) 
Figura 4.2 - Resultado estatístico do planejamento experimental fatorial 2³ para a levedura K. 

marxianus CCT 4086 em relação as variáveis 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 estão em 

concordância em relação aos valores preditos, sendo que o modelo de bioetanol é 

explicado por 96 % de variância, enquanto a biomassa celular é justificada por 

99 %. Estes altos valores de R2 indicam correlação entre os valores e apresentam 

confiabilidade (REENCHER & SCHAALJE, 2007; BARROS et al., 2010), 

comportamento também identificados por MURARI et al. (2019) para fermentações 

com a levedura K. marxianus. 

 

 

(a) 
 

(b) 



 

 

105 
 

 

(c) 

Figura 4.3 - Superfície de contorno para o planejamento experimental fatorial 2³ para a levedura 
K. marxianus CCT 4086 em relação a variável bioetanol – (a) temperatura por pH, (b) lactose por 

temperatura e (c) pH por lactose 

 

 

(a) 

 

(b) 

  

(c) 

Figura 4.4 - Superfície de contorno para o planejamento experimental fatorial 2³ para a levedura 
K. marxianus CCT 4086 em relação a variável 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 concentrações altas 

de lactose não são favoráveis para a produção de bioetanol. Para tanto, almejando 

a produção de bioetanol por via primária seguido de outros bioprodutos, o ideal é 
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empregar condições processuais com concentrações equivalentes ou não acima 

de 88 g L-1 de lactose. As variáveis temperatura e pH podem ser empregadas nas 

faixas de 28 - 32 ºC e 4,4-5 e 6-6,6 para bioetanol e biomassa celular, 

respectivamente, conforme Figuras 4.3 e 4.4. 

Este comportamento em relação ao uso de temperaturas menores também 

foi mensurado por ZOPPELLARI & BARDI (2013). Os autores analisaram a 

produção de bioetanol a partir de soro de leite com K. marxianus e alcançaram 

maiores produções nas fermentações anaeróbias, conduzidas a 400 rpm, a 28 e 

40 ºC, obtendo 17,04 g L-1 de bioetanol (quarto dia) e 14,91 g L-1 (terceiro dia), 

respectivamente. Por fim, concluíram que empregar o soro para a produção de 

bioetanol é uma alternativa viável e temperaturas menores favoreceram a 

produção. 

A partir dos resultados estatísticos 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, ASSUNÇÃO (2014); COTÉ 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 relevância em utilizar a levedura K. marxianus na produção de bioetanol 

se deve ao fato de ela converter a lactose em monossacarídeos de forma direta, ou 

seja, não é necessário um processo hidrolítico induzido. As próprias enzimas de -

galactosidase são produzidas por esta levedura durante seu metabolismo e 

produzem a quebra da lactose. Assim, as enzimas β-galactosidade e lactose 

permease são decodificadas para desempenharem papéis essenciais dentro do 

metabolismo, pois a lactose permease realiza o transporte da lactose através da 

membrana citoplasmática para o interior da célula (GUIMARÃES et al, 2010, 

GABARDO, 2011) e a β-galactosidade é responsável pela hidrólise da lactose em 

glicose e galactose (GUIMARÃES 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 variáveis são importantíssimas 

em bioprocessos que visam a produção do composto bioetanol.  

O comportamento cinético dos ensaios 1 ao 11 (Tabela 4.3) de crescimento 

celular da levedura K. marxianus durante a produção de bioetanol e biomassa 

celular são apresentados na Figura 4.5.  
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Figura 4.5 - Perfil cinético da levedura K. marxianus CCT 4086 para produção de bioetanol, biomassa celular, proteína microbiana (g L-1), consumo de 
substrato lactose, glicose e galactose (g L-1) e pH dos ensaios do planejamento experimental fatorial 2³ 
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No que se refere ao consumo de substrato (Figura 4.5), observou-se que 

houve conversão da lactose em glicose e galactose, sendo a glicose consumida 

quase em sua totalidade em todos os ensaios. Já para a fonte de carbono 

galactose, o mesmo comportamento não foi observado, restando ao final dos 

processos fermentativos um residual não consumido, o que pode ser indicativo de 

uma provável inibição por excesso de galactose, devido ao elevado teor de 

bioetanol como pode ser verificado no ensaio 1 e 5, ou ainda, um possível déficit 

do nutriente oxigênio.  

Para YOU et al. (2003), altas concentrações 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 

tóxico nas células superior ao efeito causado pelo etanol adicionado ao meio 

fermentativo.  

Em relação aos efeitos tóxicos do bioetanol para as leveduras, pode-se fazer 

uso de aditivos para promover a proteção dos microrganismos em relação à 

presença do bioetanol no meio de cultivo, como no estudo de YOU et al. (2003) 

onde foram adicionados diferentes composições de ácidos graxos insaturados no 

meio de cultivo. Os autores verificaram que o ácido oleico e ácido mono-

palmotoléico minimizaram os efeitos inibitórios do bioetanol sobre o crescimento da 

S. cerevisiae. 

De acordo com HENDERSON & BLOCK (2014), a levedura S. cerevisiae 

suporta determinadas concentrações de etanol sem haver prejuízos metabólitos, 

devido à composição da membrana celular deste gênero microbiano. 

Nota-se que houve acidificação em todos os ensaios, visto que reduziram o 

pH no decorrer da fermentação (Figura 4.5). Para tanto, a diminuição do pH na 

solução é causada pela formação de ácidos, álcoois aromáticos e compostos 

secundários (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 redução do pH como resposta para a produção de 

etanol. 

De acordo com a Figura 4.5, em relação à concentração proteica microbiana, 

pode-se inferir, conforme já citado por MURARI et al. (2018), que a levedura 

K. marxianus é composta principalmente por proteínas, evidenciado a possibilidade 

de exploração deste bioproduto fermentativo para a produção de biomassa celular, 
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comportamento constatado pela formação de concentração proteica condizente 

com a biomassa celular em todos os ensaios. 

Na Tabela 4.6 são apresentados os resultados dos parâmetros cinéticos de 

velocidade específica de crescimento (μX), coeficiente de conversão do substrato 

em biomassa celular (YX/S), conversão de coeficiente de bioetanol e biomassa 

celular (YX/P), conversão de coeficiente de substrato em bioetanol (YP/S), 

produtividade de bioetanol (QP) e conversão teórica de substrato em bioetanol (n) 

para a levedura K. marxianus CCT 4086 para o planejamento experimental 

fatorial 2³. 

 

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

Ensaios 𝛍𝐗 (h-1) 𝐘𝐗/𝐒 (g g-1) 𝐘𝐗/𝐏 (g g-1) 𝐘𝐏/𝐒 (g g-1) 𝐐𝐏  (g L-1h-1) 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 conversão de substrato (lactose) em bioetanol, pela Tabela 4.3, 

tem-se que o ensaio 1 apresentou a maior produção de bioetanol, com a maior 

produtividade 1,52 g L-1h-1, rendimento (72,83 %), conversão de substrato em 

bioetanol (0,39 g g- 1), obtendo-se uma concentração de 50,65 g L-1 de bioetanol, 

contudo com baixa produção de biomassa celular, 4,00 g L- 1 (Figura 4.5). Neste 

ensaio, nas 18 primeiras horas, não foi observada alta produção de bioetanol. Sua 

produção iniciou-se após este período. Verifica-se que há um aumento da produção 

de biomassa celular após 9 h, isso pode ter ocorrido porque a produção de bioetanol 

foi atrasada e quando começou a sua formação, a biomassa já havia sofrido 

redução, promovendo um efeito da inibição do bioetanol no crescimento celular. 

 Este comportamento também foi observado por FASOLI et al. (2016) e 

GABARDO et al. (2016), sendo considerado como período de adaptação 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 é consumida na fase 

estacionária 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 única 

variável a concentração de lactose. Acredita-se que o excesso de lactose do PSQD 

pode ter desfavorecido a produção de bioetanol, provocando inibição e favorecendo 

o crescimento celular (ANDREWS, 1968). DRAGONE et al. (2011) e MURARI et al. 

(2019) indicaram que altas concentrações de lactose e elevadas temperaturas 

diminuem o rendimento da produção de bioetanol. Ademais, DRAGONE et al. 

(2011) atribuem esta redução de produção à desnaturação das membranas 

celulares das leveduras. Além disso, segundo GABARDO et al. (2014), o 

metabolismo da lactose e a bioconversão em bioetanol diferem-se entre as estirpes. 

 De modo geral (Tabela 4.3, 4.6 e Figura 4.5), nota-se que os ensaios 

conduzidos com concentração de lactose de 264 g L-1 apresentaram-se mais 

favoráveis para a produção de biomassa celular do que para a produção de 

bioetanol. Vale ressaltar que mesmo que haja processo inibitório devido ao excesso 

de lactose, sempre que haverá maiores produções de células e menor produção de 

bioetanol (CHIN et al., 2015). 

Em relação à composição do PSQD, para PARRONDO et al. (2009), o mosto 

fermentativo contendo K. marxianus não consegue assimilar todas as fontes de 

nitrogênio contidas no soro de leite. Nessa vertente, ensaios conduzidos com soro 

de leite enriquecido com peptona bacteriológica e extrato de levedura para uma 

estirpe de K. marxianus identificaram inibição do crescimento celular, já que o soro 

é rico em nutrientes e a adição de fontes de nitrogênio pode levar à diminuição do 

metabolismo celular, afetando a formação de produtos (GABARDO et al. 2014). O 

mesmo pode ter ocorrido com os ensaios conduzidos a elevadas concentrações de 

lactose oriundas do PSQD nesta pesquisa, já que sua composição é muito similar 

à do soro de leite, pois e é rico em lactose (70 - 90 % p/p), proteínas e sais minerais 

(MOULIN & GALZI, 1984; GONZÁLEZ-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-1, ensaio este com produção considerável de biomassa 

celular e baixa produção de bioetanol. Já o ensaio 6 atingiu valores elevados de 
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μX= 0,56 h-1 e YX/S = 0,12 g g-1, condição com baixa produção de bioetanol e 

elevada produção de biomassa celular. 

 O ensaio 7 (29 °C, 6,5, 264 g L-1) apresentou maior concentração de 

biomassa celular, 9,44 g L-1, em 45 h de fermentação (Tabela 4.3). A redução de 

produção de bioetanol, ao comparar com o ensaio 1, pode estar relacionada ao 

aumento do pH (X2) e concentração da lactose (X3). 

 FERREIRA et al. (2015) avaliaram a fermentação com mistura de bagaço de 

cana e soro de ricota e K. marxianus, obtendo 49,65 g L-1 de bioetanol com 

biomassa celulósica de 80 g L-1, pH 5,05, agitação de 65 rpm e temperatura de 

39,2ºC, 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 ºC, 150 rpm, pH 5 e adição de 

oxigênio dissolvido de 0,2 %. Os autores obtiveram 5 g L-1 de bioetanol em 18 h de 

processo.  

MURARI et al. (2018) avaliaram o efeito da agitação na produção 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 proporções 

em condições anaeróbicas. DELGENES et al. (1986) também investigaram o 

metabolismo da levedura K. marxianus em condições aeróbicas, anaeróbicas e 

microaerófilas em D-xylose, e observaram que a taxa de aeração influenciou a taxa 

de crescimento celular e produção de bioetanol. Apesar disso, a levedura 

K.  marxianus é facultativa em termos de necessidade do componente oxigênio 

(FERREIRA et al., 2015; NACHAIWIENG et al., 2015; FASOLI et al., 2016), de 

forma que o presente estudo empregou a agitação promovida pela incubadora 

orbital do tipo shaker com 100 rpm. 

As diferenças de rendimento de bioetanol (Tabela 4.6) pode ser explicada 

pelas variações dos parâmetros de fermentação, como pH inicial, temperatura, 

agitação e suplementação de nutrientes, conforme já 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 à glicose ser rapidamente 

metabolizável pelas mais diversas espécies de microrganismos. Assim, 

dependendo das condições de cultivo, pode ocorre a inibição/repressão da 
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expressão de genes que codificam enzimas relacionadas ao metabolismo de outras 

fontes de carbono, particularmente, enzimas envolvidas na glicogênese, ciclo do 

ácido tricarboxílico e do ácido glioxilato, e ao catabolismo de açúcar fornecido ao 

meio, tais como, maltose, sacarose e galactose.Portanto, não 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 relação à concentração proteica 

microbiana, pode-se inferir conforme já citado por MURARI et al. (2018), que a 

levedura K. marxianus é composta principalmente por proteínas, evidenciando a 

possiblidade de exploração deste subproduto fermentativo para a produção de 

biomassa celular. 

 

4.3 Modelagem matemática para o planejamento experimental fatorial 2³ 

 

Desenvolveu-se um estudo com os dados experimentais apresentados no 

item 4.2, com o objetivo de identificar hipóteses quanto às características 

específicas dos bioprocessos, avaliando possibilidades de alteração nos modelos 

e refino das estimativas iniciais de regressão.  

Para a construção do modelo, empregou-se o conjunto de ensaios, sob 

mesmas condições cinéticas que resultaram em maior produção de bioetanol, ou 

seja, ensaios 1 e 5 que foram conduzidos a 29 ºC, pH 4,5 e 88 e 264 g L-1 de 

lactose, respectivamente. Os dados experimentais destes ensaios estão 

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 relação à (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 fenômenos, ou seja, deve-se considerar um termo de inibição pelo substrato 

e a possiblidade de representar a fase de morte celular. Assim, a partir destas 

condições podem verificar que até 18 h, houve crescimento celular devido ao 

consumo do substrato (≈ 88 %), depois disso, praticamente não tendo mais 

substrato no meio de cultivo, tendo redução da biomassa (ensaio 1).  

Para o ensaio 5, o crescimento da biomassa e consequentemente o 

consumo de substrato (≈ 42 %) foi mais lento, porém a concentração de biomassa 

foi maior, devido à maior concentração de lactose neste ensaio. Este 

comportamento deve-se, pois, concentrações maiores de substrato lactose 

favorecendo o crescimento celular (ANDREWS, 1968). Este comportamento perfil 

cinético acontece, pois, a glicose é consumida rapidamente por ser o 

monossacarídeo preferido pelas mais diversas espécies de microrganismos 

(LUCERO et al., 1993; ENTIAN, 1997; DOES & BISSON, 1998, OZMIHCI & KARGI, 

2007c, STANISZEWSKI et al., 2009) inclusive pela K. marxianus avaliada nesta 

pesquisa.  

Diante disso, as condições do modelo podem apresentar-se pelo termo de 

inibição do substrato (Kis), na presença de um termo exponencial de inibição pelo 

produto ou substrato (Kis ou Kip), associando a morte celular através da constante 

(kd), ou ainda, pela constante de morte celular (kd) no balanço material da 

biomassa há morte celular. 

Nessa perspectiva, os modelos avaliados inicialmente foram Edwards 

(EDWARDS, 1970) e Phisalaphong (PHISALAPHONG et al., 2006). Os resultados 

obtidos para a simulação dos dados experimentais pelos modelos estão dispostos 

nas Figuras 4.7 (a-c) e 4.8 (a-c) e os parâmetros de ajuste dos modelos encontram-

se na Tabela 4.7. 
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Figura 4.7 - Simulação 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 - Simulação 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 - Parâmetros de Critério de Akaike para os ajustes dos modelos 

Modelo Função 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 parâmetros 

o modelo de Phisalaphong superou o modelo de Edwards, indicando-o como uma 

melhor alternativa para representação dos dados experimentais. Contudo, ainda é 

possível 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 à 8 

parâmetros, o modelo de Phisalaphong por 10 e o novo modelo proposto a partir 

de 13 parâmetros ajustados. 

Para isso, um novo modelo foi desenvolvido considerando o comportamento 

da cinética de crescimento, a da regulação da fase de crescimento versus fase de 

morte, do coeficiente de manutenção celular e liberação de bioetanol residual. 

Nessa perspectiva, salienta-se que a regulação da fase de crescimento e 

morte celular em um único modelo é uma etapa crítica, visto que a morte celular 

raramente é estudada nos modelos cinéticos disponíveis na literatura. Para a 

validação, o ajuste dos dados experimentais com o modelo proposto foi comparado 

com o ajuste em quatro cenários, sendo o cenário de melhor perfil representado 

pela Figura 4.9 (a-c) e a comparação com os cenários citados encontra-se na 

Tabela 4.8. 

 

Cenário 1: Modelo de Phisalaphong sem modificação. 

Cenário 2: Modelo de Phisalaphong com regulação da fase de crescimento 

e morte. 

Cenário 3: Modelo de Phisalaphong com termo de manutenção celular e 

regulação da fase de crescimento e morte. 

Cenário 4: Modelo proposto, baseado no modelo de Phisalaphong, com 

adição dos termos de liberação de bioetanol residual e manutenção celular e 

regulação da fase de crescimento e morte. 
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Figura 4.9 - Simulação dos dados experimentais com o novo modelo proposto (cenário 4) em 
termos de (a) biomassa celular, (b) consumo do substrato e (c) bioetanol  
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Tabela 4.8 - Parâmetros de Critério de Akaike dos testes realizados para validação do modelo 
proposto 

Modelo Função Objetivo Critério de Akaike (AIC) 

Cenário 1 14,35 -29,54 
Cenário 2 13,56 -49,52 
Cenário 3 13,25 -57,31 

Modelo proposto 12,31 -60,32 

 

Pela Tabela 4.8, o aumento do número de parâmetros de um modelo 

naturalmente aumenta a precisão do ajuste e, consequentemente, o coeficiente de 

determinação (R²). Por isso, para validar se um novo parâmetro representa, de fato, 

o comportamento do fenômeno, observa-se a resposta do critério de Akaike. 

A implementação das condições propostas gradualmente melhora o 

resultado do ajuste (Tabela 4.8) e valida-se, assim, um modelo cinético mais 

representativo para a fermentação estudada, baseado na premissa de 

confiabilidade construída pela restrição dos ajustes a dois ensaios combinados de 

diferentes concentrações de substrato, na temperatura e pH iguais. Além disso, 

foram avaliados os parâmetros cinéticos a partir do modelo, que estão dispostos na 

Tabela 4.9: 

 
Tabela 4.9 - Valores dos parâmetros cinéticos estimados pelo modelo proposto 

Parâmetros Unidades Valores 

umax h-1 0,50 
Ks g L-1 0,80 
Kis g L-1 28,40 

Pxmax g L-1 26,30 
Yxs g g-1 0,62 
Kd h-1 0,02 

Kcm g L-1 0,17 
Vmax h-1 0,52 
KsP g L-1 19,20 
KisP g L-1 1,56 

Ppmax g L-1 45,60 
Yps g g-1 0,62 
Kp h-1 0,06 

 

 A Tabela 4.9 apresenta os 13 parâmetros estimados pelo modelo proposto 

a partir das estimativas iniciais. E, quanto aos graus de liberdade, o número de 

dados experimentais que foram usados: tem que somar o número 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-1) obtidos neste estudo em comparação aos dispostos em 

estudos de ARIYAJAROENWONG et al. (2016) (83,35 g L-1; 308,13 g L-1 e 
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299,67 g L-1) e de TRIGUEROS et al. (2016) (25-150 g L-1; 80-110 g L-1 e 65-

200 g L-1) exibem a alta inibição do substrato e do produto, respectivamente, no 

crescimento.  

Desta forma, a determinação destes parâmetros ajustados possibilita a 

avaliação de aspectos fermentativos e aplicações industriais, assim como permite 

projetar equipamentos a operar nestas mesmas condições citadas pela presente 

pesquisa e dentro das condições experimentais delimitadas pela modelagem. 

 

4.4 Produção 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 

produção de bioetanol. Entretanto, a análise estatística foi realizada no tempo de 

40 h. A Tabela 4.10 apresenta o efeito dos resultados médios da produção de 

bioetanol (g L- 1) em 40h para o DCCR.  

 

Tabela 4.10 - Matriz do delineamento composto central rotacional com os valores reais das 
variáveis averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L-1) para a levedura 

K. marxianus CCT 4086 em 40 h 

Ensaios 
Variáveis independentes Variável resposta 

Temperatura (ºC) (X4) pH (X5) Bioetanol (g L-1) (Y3) 

12 22,9 2,8 13,53±0,09 

13 37,1 2,8 24,19±0,04 

14 22,9 4,2 23,95±0,09 

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 3,5 40,73±0,07 

 

Ao realizar a análise estatística em 58 h e avaliar o comportamento cinético 

destes ensaios (12-22), percebeu-se que, entre 21 - 40 h de fermentação, com 

exceção de 4 ensaios, todos os demais encontravam-se com concentrações de 

substrato “carbono” abaixo de 10-15 g L-1. Este valor implicava diretamente no 

comportamento do bioetanol, fazendo com que este pouco se elevasse, 

estabilizasse ou até mesmo caísse, o mesmo ocorrendo com o número de células 

viáveis. Por este motivo, o planejamento DCCR foi avaliado em 40 h e não 58h. 
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Entretanto, os dados estatísticos de 21 h e 58 h encontram-se apresentados no 

Apêndice E. 

Analisando a Tabela 4.10, nota-se que as maiores produções de bioetanol 

ocorreram nos ensaios do ponto central, valor médio igual a 43,86 g L -1 (30 ºC e pH 

3,5) e ensaio 17 (40 ºC e pH 3,5), com 44,91 g L-1 de bioetanol. Verifica-se que 

ambos os ensaios possuem o mesmo pH, diferindo na temperatura, bem como as 

duas temperaturas estão na faixa ótima para a levedura em estudo, 30 a 52 ºC, 

segundo ROSSI et al. (2009) e LANE & MORRISSEY (2010). 

A análise estatística dos resultados do DCCR foi realizada por meio do 

Diagrama de Pareto (Figura 4.10), estimativa de efeitos principais e interações das 

variáveis (Tabela 4.11), análise de variância (ANOVA) (Tabela 4.12), modelo de 

regressão (Eq. 4.3), gráfico dos valores preditos por valores observados (Figura 

4.11), além de superfícies de contorno e resposta (Figura 4.12) para avaliar as 

variáveis significativas no processo de produção de bioetanol (Y3). 

 

 

Figura 4.10 - Diagrama de Pareto com efeitos das variáveis e interações averiguadas no 
delineamento composto central rotacional ao nível de confiança de 95% para a variável bioetanol 

para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 40 h 
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Tabela 4.11 - Estimativa de efeitos principais e interações entre as variáveis analisadas no 
delineamento composto central rotacional em 58 h de fermentação para a variável bioetanol para a 

levedura K. marxianus CCT 4086 em 40 h 

Resposta Variáveis Efeito p-valor Coeficiente 
Erro padrão do 

coeficiente 

Y3 

Média/Intercepto 43,85 0,000001 43,85 1,47 
X4 (L) 12,24 0,001067 6,12 0,90 
X4 (Q) -7,67 0,016450 -3,84 1,08 
X5 (L) 13,46 0,000666 6,73 0,90 
X5 (Q) -26,25 0,000060 -13,12 1,06 
X4 x X5 3,18 0,267794 1,59 1,28 

R²: 0,98098 (Y3). 
(L) é condição linear e (Q) quadrática. 

 

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

Resposta 
Fonte de 
variância 

Soma 
Quadrática 

(SQ) 

Graus de 
Liberdade 

(GL) 

Média 
Quadrática 

(MQ) 
Fcalc Ftab 

 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 confiança de 95 % (p-valor<0,05), verifica-se que dentre as 

variáveis avaliadas, a temperatura (X4) e o pH (X5) foram significativas 

positivamente para a produção de bioetanol na condição linear e negativamente na 

condição quadrática, ou seja, quanto menor (X4) e (X5) na condição quadrática, 

maior será a obtenção de bioetanol, e quanto maior (X4) e (X5) na condição linear, 

maior será (Y3). 

Observa-se, nas Tabelas 4.11 e 4.12, que o modelo se apresentou 

significativo para fins preditivos, proporcionando um coeficiente de determinação 

de R2 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 (Ftab 4,5,0,05 = 5,19) num intervalo 

de confiança de 95 % (BARROS et al., 2010). Além disso, o modelo de regressão 

proposto obtido a partir das variáveis reais (Eq. 4.3) é válido para a produção de 

bioetanol descrevendo o comportamento da levedura K. marxianus CCT 4086 em 

PSQD para a formação do composto de interesse (Y3) em 40 h de bioprocesso. 

 

Y3 = -378,68 + 4,31X4 - 0,08X4² +187,51X5 - 26,78X5² +0,32 X4:X5 Eq. (4.3) 
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 O modelo de variância obtido pela ANOVA pode ainda ser avaliado pelo 

comportamento observado no gráfico de valores preditos pelos observados, 

conforme apresentado na Figura 4.11 e pela superfície de contorno e de resposta 

(Figura 4.12). 

 

 

Figura 4.11 - Resultado estatístico do delineamento composto central rotacional para a levedura 
K. marxianus CCT 4086 para os valores preditos pelos valores observados para a variável 

bioetanol em 40 h 
 

 
 

(a) (b) 

Figura 4.12 - Superfície de contorno (a) e de resposta (b) do delineamento composto central 
rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 para a variável bioetanol em 40 h 

 

A Figura 4.11 apresenta que os valores observados estão em concordância 

em relação aos valores preditos, sendo que o modelo de bioetanol é explicado por 

98% de variância, indicando correlação entre os valores e apresenta confiabilidade 

(REENCHER & SCHAALJE, 2007; BARROS et al., 2010; MURARI et al., 2019). 

A análise estatística mostrou que os fatores temperatura e pH influenciam 

na produção de bioetanol quando utiliza-se PSQD e K.  marxianus, sendo a faixa 

de pH ótima para a produção de 3,5 - 4,0, e temperatura entre 36 e 40 ºC. Estes 

são 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 termotolerância (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 são apresentados o número de células viáveis (NCV mL-1) e 

os resultados dos parâmetros cinéticos de velocidade específica de crescimento 

(μX), conversão de coeficiente de substrato em bioetanol (YP/S), produtividade de 

bioetanol (QP) e conversão teórica 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 bioconversões estão apresentados na 

Figura 4.13. 

 

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

Ensaios NCV (108 mL-1) 40 h 𝛍𝐗 (h
-1) 𝐘𝐏/𝐒 (g g-1) 𝐐𝐏 (g L-1h-1) 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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Figura 4.13 - Perfil cinético da levedura K. marxianus CCT 4086 para produção de bioetanol (g L-1), células viáveis (ln(N/No)), consumo de substrato 
lactose (g L-1) e pH dos ensaios do delineamento composto central rotacional 
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Analisando a Tabela 4.10, a maior produção de bioetanol em 40 h se deu no 

ponto central, a 30 ºC, pH 3,5 e 88 g L-1 de lactose, nos ensaios 20, 21 e 22, sendo 

45,95, 44,91 e 40,73 g L-1, respectivamente. Em relação ao crescimento celular 

(Tabela 4.13), o ensaio com maior produção foi o 14 (37,1 ºC e pH 4,2) com 

3,25.108  NCV mL-1 no mesmo tempo de processo (40 h), seguido do ensaio 16 

com 3,05.108 NCV mL-1 e os ensaios 20, 21 e 22 (ponto central), com média de 

2,52.108 NCV mL- 1 e desvio padrão de 0,35. 

Quanto aos parâmetros cinéticos (Tabela 4.13), a velocidade específica de 

crescimento (μX) foi melhor para o ensaio 7 (µ = 0,38 h-1), 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-1, respectivamente. Enquanto a produtividade foi melhor para o ensaio 17 

(1,27 g L-1 h-1), a conversão teórica 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 já mencionando ao se observar a Figura 4.13, se verifica que as 

fermentações alcoólicas foram desenvolvidas por 58 h no intuito de avaliar a maior 

produção e rendimento em bioetanol, contudo, observou-se um efeito negativo no 

tempo, a partir de 40 h, com queda ou baixa produção de células viáveis a partir 

deste tempo, pois pelos perfis cinéticos (Figura 4.13), nota-se a diminuição da fonte 

de carbono (lactose total) em quase todos os ensaios. 

É possível constatar um processo inibitório pela insuficiência ou baixas 

concentrações de açúcares, indicando que a levedura K. marxianus CCT 4086 

apresenta uma limitação em termos de carbono quando as concentrações deste 

nutriente estiverem abaixo de 10 g L-1. Visto que, para dar continuidade às 

bioreações, faz- se necessário a adição de pulsos deste nutriente, caso queira-se 

aumentar a concentração de bioetanol, tornando o processo, ao invés de batelada, 

batelada alimentada. Caso contrário, o processo deve ser cessado antes de 40 h, 

sendo necessário um novo estudo entre 21- 40 h para determinar o melhor tempo 

para a produção de bioetanol e célula, se estes forem os produtos de interesse.  

Outrossim, ainda é possível identificar (Figura 4.13) que houve uma leve 

acidificação em todos os meios, sendo que o processo entrou em fase estacionária 

de crescimento, em torno de 9 h (ensaios 12-22), indicando que houve conversão 

de lactose em bioprodutos fermentados. Para TORTORA et al. (2010), a diminuição 

do pH no meio reacional é provocada pela formação de ácidos, resultantes do 
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metabolismo das leveduras e expelidos para o meio fermentativo, promovendo a 

estabilização do pH que é um indicativo do cessar do crescimento microbiano. Este 

comportamento estacionário 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 etanólicos, o pH baixo colabora para a 

formação de bioetanol, contudo, pode inibir o crescimento celular. Ainda, em 

relação à fase estacionária, salienta-se que, além da formação de metabólitos 

secundários, inibitórios ou tóxicos, a viscosidade do mosto fermentativo pode 

influenciar na transferência do nutriente oxigênio para o meio e por consequente, 

uso do oxigênio pelas leveduras (SCHMIDELL et al., 2001). 

Segundo MURARI et al. (2018), a produção de bioetanol é possível em 

condições aeróbicas, pois com a aeração há um estímulo pelo consumo da lactose, 

bem como na conversão em seu monossacarídeos. Para YOUSEF (2015), este fato 

é possível para a levedura em estudo, pois devido à inibição da respiração em 

ambientes agitados, há uma saturação do meio, proporcionando o Efeito Crabtree 

(ZOPPELLARI & BARD, 2013). 

Em relação à aeração, a levedura do gênero Kluyveromyces é Crabtree 

negativa, ou seja, possui a capacidade em obter elevadas taxas de crescimento 

celular em aerobiose e alta concentração de bioetanol em condições 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 é Crabtree positiva (BELLAVER et al., 

2004). 

Considerando a produção de bioetanol e células microbianas, para 

NAGODAWITHANA & STEINKRAUS (1976), o bioetanol produzido pela levedura 

pode ocasionar efeito tóxico 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−1 de lactose a 250 rpm e 30 ºC, obtiveram 57g L−1 de bioetanol. Já 

HADIYANTO et al. (2014) produziram bioetanol a partir de soro de leite e 

K. marxianus em reator batelada alimentada (30 ºC e pH 4,5) na concentração de 

bioetanol (5,46 g L-1), com velocidade específica de crescimento de 0,186 h-1 e 

conversão de substrato em bioetanol Y P/S 0,21 g g-1. 
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JIN et al. (2016) alcançaram 89,5 % de conversão 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 favorável para a produção de bioetanol ao ser comparada ao amido 

presente no trigo. 

BACH (2012) também avaliou a produção de bioetanol com S. cerevisiae em 

soro de queijo e obteve 5,60 % (v/v) de bioetanol em 59 h (28 ºC, pH ≈ 6,00, 0,10 

% de enzima lactase). 

Diante do explanado, destaca-se que as condições experimentais dos 

melhores ensaios produtores de bioetanol estão condizentes entre si, visto que para 

o planejamento experimental fatorial 2³ o ensaio 1 (29 ºC, pH 4,5 e 88 g L-1 de 

lactose) obteve concentração de 50,65 g L-1 em 45 h e para o DCCR os ensaios do 

ponto central (30 ºC, pH 3,5 e 88 g L-1 de lactose) formaram em média 43,87 g L-1 

deste composto em menor tempo (40 h), assim, destaca-a diferença para o valor 

de pH. 

O DCCR conduzido por 58 h, ao ser analisado sob o ponto de vista industrial, 

não seria um bom processo, devido a baixa variação na produção de bioetanol nos 

tempos de 40 a 58 h. Visto que esta diferença no tempo processual, ocasionam 

custos operacionais, mão-de-obra e espaço físico 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), estão as células microbianas (levedura), galacto-oligossacaríedos e 

os ácidos orgânicos.  

Deste modo, a levedura Kluyveromyces marxianus CCT 4086 foi 

caracterizada em termos de composição química elementar e teor de proteínas em 

58 h, conforme apresentado pela Tabela 4.14. 
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Tabela 4.14 - Caracterização da composição química elementar e proteica da levedura 
Kluyveromyces marxianus CCT 4086 (seca) em 58 h 

Elementos Símboloss Concentração (mg kg-1) IDR (mg kg-1)* (%) 

Fósforo P 20800,79 700  

Enxofre S 6226,45   

Cloro Cl 16238,52   

Potássio K 63183,63 3500  

Cálcio  Ca 2515,47 800 - 1200  

Vanádio V 6,88 0,5 - 5  

Ferro Fe 553,96 15  

Cobre  Cu 11,09 1,5 - 3  

Zinco Zn 108,81 12 - 15  

Proteína   50 74,54 

* Ingestão diária recomendada (FAO, 1991). 

 

Analisando a Tabela 4.14, nota-se que a composição da levedura é rica em 

elementos químicos essenciais à nutrição humana, os quais possuem 

recomendação diária de consumo (FAO, 1991). Dentre os elementos, o potássio e 

o fósforo apresentaram as maiores concentrações, respectivamente.  

A proteína de origem microbiana pode ser uma solução para atender à 

demanda mundial por alimentos e proteínas alimentares (SCRIMSHAW, 1968; UN 

DESA, 2017). Dessa forma, a levedura K. marxianus CCT 4086 seca apresentou 

74,54 ± 0,17 % de proteína, sendo uma concentração viável por se tratar de uma 

levedura não patogênica (LANE & MORRISSEY, 2010). 

Segundo ARAÚJO et al. (2009) e NASSERI et al. (2011), a produção de 

biomassa microbiana pode chegar a aproximadamente 70 % do conteúdo 

microbiano proteico dissecado, disponibilizando a qualidade nutricional comparável 

à de um ovo de galinha. 

Dessa forma, destaca-se o potencial de aplicação da levedura K. marxianus 

CCT 4086 na alimentação humana e animal em virtude da sua composição 

nutricional. Pois, além de ser uma fonte rica em proteínas, esta levedura apresenta 

minerais essenciais para a saúde alimentar e recomendados pela FAO (1991), com 

o intuito de suprir as necessidades de nutrientes. 

Além disso, a K. marxianus é um microrganismo com precárias restrições 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 

formulações para alimentação animal como célula intacta, na forma lisada com 

suas partes internas e externas extraídas e processadas ao serem empregadas 

como ingrediente ou um substituto para alimentos ricos em proteínas, 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 alimentação adequada e balanceada, promove 

saúde, bem estar e qualidade de vida, assegurando as reações saudáveis do corpo 

e prevenindo doenças (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 ações prebióticas ao produto, além de 

ser probiótica. PENDÓN et al. (2020) também afirmaram que as células da 

K. marxianus possuem efeito probiótico no organismo. 

 A formação de oligossacarídeos de lactose pela reação de 

transgalactosilação com a enzima -galactosidase é denominado por galacto-

oligossacarídeos, os GOS. Assim, a Tabela 4.15 dispõe da concentração do GOS 

para os bioprocessos advindos da levedura K. marxianus CCT 4086. No Apêndice 

F, pode ser visualizado o cromatograma do Ensaio 1, em 45 h de fermentação, 

detectado por CLAE. 

Na Tabela 4.15, destaca-se que a maior produção de GOS ocorreu no ensaio 

7 (29 ºC, pH 6,5 e 264 g L-1 de lactose), obtendo-se 20,30 g L-1 de GOS, seguido 

do ensaio 8 (45 ºC, pH 6,5 e 264 g L-1 de lactose) com 13,60 g L-1. Ambos ensaios 

foram conduzidos na mesma concentração de lactose e pH, tendo, como única 

variável distinta, a temperatura de realização da biotransformação da lactose do 

PSQD pela Kluyveromyces marxianus CCT 4086 em GOS. Além disso, nota-se que 

estes ensaios (7 e 8) produziram baixas concentrações do composto bioetanol, 

obtendo-se 29 e 12,80 g L-1, respectivamente. 

A condição menos favorecida pela reação de transgalactosilação foi o ensaio 

12 (3,91 g L-1 de GOS), realizado com 88 g L-1 de lactose a 37,1 ºC e pH 2,8. Esta 

redução de síntese pode ser justificada pelo baixo pH de realização do processo, 

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

Ensaios GOS total (g L-1) 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 possível realizar a produção de GOS, 

pelo processo de fermentação alcoólica (ensaios 1-22) sem que haja a adição da 

enzima -galactosidase ao bioprocesso. Isto indica o desenvolvimento natural da 

bioconversão da lactose pela K. marxianus em galacto-oligossacaríedos, ou seja, 

a capacidade de realizar o próprio processo hidrolítico 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 

formação de GOS é controlado e dependente dos fatores processuais, tais como a 

temperatura, pH, concentração de lactose no substrato e de enzima adicionada. 

MANERA et al. (2012) verificaram a síntese do GOS com enzima 

β – galactosidase oriunda da K. marxianus em diferentes fluidos comprimidos, 

indicando como viável o uso desta enzima em reações de transgalactosilação. 

BASSETO et al. (2014) estudaram o processo de produção de GOS a partir 

do substrato soro concentrado de leite (40 % de lactose) por meio de fermentação 

sequencial, iniciando com a hidrólise pela enzima lactase advinda de Penicillium sp, 

seguida da adição da bactéria Bifidobacterium animalis subsp lactis em 6 h. Após 

12 h de bioconversão, os autores identificaram a formação de oligossacarídeos. 
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Dessa forma, os resultados (Tabela 4.15) estão de acordo com o que prediz 

a literatura, pois para haver o favorecimento da produção de GOS é necessária 

elevada concentração de lactose, uma vez que a reação de transgalactosilação 

compete com a de hidrólise. Nestes ensaios (1-4 e 12-22), as concentrações de 

lactose são baixas, indicando assim, baixa formação de concentrações de GOS.  

Nessa vertente, segundo MAHONEY (1998), a redução do monossacarídeo 

glicose do meio fermentativo pode elevar os picos de oligossacarídeos. Entretanto, 

sabe-se que este nutriente pode ter sido convertido pela levedura em bioetanol, 

biomassa microbiana e ácidos orgânicos, ou ainda, compostos voláteis não 

identificados. 

Ademais, destaca-se que nos fermentados avaliados detectou-se a 

formação dos ácidos acético, propiônico e valérico. Resultados estes que estão 

apresentados na Tabela 4.16. 

 
Tabela 4.16 - Formação dos ácidos orgânicos pela K. marxianus CCT 4086 nos bioprocessos 

Ensaios 
Ácidos orgânicos (g L-1) 

Tempo (h) 
Acético Propiônico Valérico 

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 

-- NÃO DETECTADO. 

 

Pela Tabela 4.16, nota-se que o ácido acético esteve presentes em todos os 

bioprocessos, apresentando maior produção no ponto central dos ensaios 9, 10 e 

11, sendo 11,24; 11,13 e 10,8 g L-1, respectivamente. Já para o ácido propiônico, a 

maior produção ocorreu no ensaio 8 (45 ºC, pH 6,5 e 264 g L-1 de lactose), enquanto 
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o ácido valérico teve maior detecção nos ensaios 2-4. Os demais ácidos (lático, 

fórmico e butírico) foram produzidos em menores concentrações na faixa de 0,5 a 

2 g L-1. 

 Esta produção (Tabela 4.16) pode ser confirmada pela leve diminuição do 

pH nos ensaios fermentativos (Figuras 4.5 e 4.13 ), a qual é ocasionada pela 

formação ácidos, álcoois aromáticos e compostos secundários 

(NAGODAWITHANA & STEINKRAUS, 1976; THOMSON et al., 2005; WIEBE et al., 

2008; GUNESER et al., 2016), além da própria produção de bioetanol (PARRONDO 

et al., 2009; MURARI et al., 2019). 

 Nessa vertente, para LIMA et al. (2001), pH baixos podem provocar a 

redução dos nutrientes como nitrogênio e potássio, ocasionando sensibilidade ao 

bioetanol e/ou ácidos orgânicos. 

LUSTRATO et al. (2013) relataram a produção de 8,70 g L-1 de ácido acético 

pelo reuso do soro de leite. A aplicação deste bioproduto foi como fonte alimentar 

alternativa para ruminantes, devido à sua estabilidade unida à sua palatabilidade e 

ao valor nutritivo do fermentado. SILVA et al. (2008) reportaram que o uso de ácidos 

orgânicos (ascórbico, cítrico, lático e fumárico) no controle bacteriológico ao serem 

acrescentados na alimentação animal tem sido viável.  

Assim, ficou evidenciado que é possível empregar a matéria-prima PSQD na 

produção de ácidos orgânicos, como produtos secundários ou subprodutos 

fermentativos, além de bioetanol, biomassa microbiana e GOS. Esta pesquisa 

também demonstrou que a integralidade dos bioprocessos pode gerar 

biotransformações sustentáveis pela aplicação de um processo eco-friendly, devido 

à inexistência de liberação de resíduos, atrelada à valorização do permeado de 

soro de queijo desproteinizado na produção de novos produtos comerciais, 

constituindo, assim, uma biorrefinaria. 

 

4.7 Biorrefinaria 

 

Com este estudo foi possível estimar o potencial da matéria-prima PSQD 

como fonte nutricional para bioconversões com o intuito de agregar valor comercial 

a este subproduto pouco apreciado, disponibilizar variabilidade de produtos no 

mercado, além de desenvolver um processo sustentável, limpo e integrado, 

possível constituição 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 já possuem aplicações industriais 

(COTÉ et al. 2004; PRAZERES et al., 2012; YADAV et al., 2014; YADAV et al., 

2015), entretanto, o volume restante não, e esta pesquis mostrou que existente 

diferentes formas de valorizar o permeado de soro de queijo desproteinizado, de 

modo a tornar o processo totalmente sustentável e bioeconômico.  

Nessa perspectiva, pode-se considerar a biorrefinaria como uma via 

promissora para o processamento dos subprodutos ou coprodutos industriais, 

devido à variedade de produtos que podem ser formados, proporcionando um 

contexto de economia circular, fluxos e valorizando da saída dos produtos (TOMÁS-

PEJÓ et al., 2017; HAN et al., 2019; DRAGONE et al., 2020). Além disso, pode-se 

obter produtos com perfil ecológico pela sustentabilidade do desempenho 

ambiental, econômico e social, além da otimização dos processos de produção 

(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, 

aminoácidos e vitaminas. Isto é possível devido a sua composição nutricional ser 

rica em micro e macro constituintes, além da biomassa ser de fácil digestibilidade 

e apresentar-se como alternativa para as ineficiências que afligem os sistemas 

alimentares. Como citado por PENDÓN et al. (2020) obter uma biomassa celular 

probiótica.  

Assim, é inovação o uso industrial da levedura K. marxianus, valorizando sua 

variabilidade metabólica ao compará-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 comercialização 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 produção. Segundo LANE & MORRISSEY (2010), essa levedura pode 

ser usada também como bio-ingrediente de alto valor agregado para a indústria de 

alimentos, farmacêutica e de cosméticos, além de fornecer uma alternativa para 

reduzir o impacto ambiental. 
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Ademais, este gênero de levedura tem sido estudada na produção de 

enzimas como a β-galactosidase, proteínas microbianas para alimentação animal 

ou humana e biocombustíveis (FONSECA et al., 2008). VERA et al. (2020) 

indicaram que a enzima β-galactosidase tem aplicabilidade diversa na indústria, 

como produção com baixa lactose ou isenta desta, como catalisador nas reações 

de transgalactosilação e síntese de oligossacarídeos. 

Segundo estudos de COTÉ 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) 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 biotecnológicos. 

Quanto à obtenção de GOS, para BASSETO et al. (2014), a produção dos 

galacto-oligossacarídeos em associação ao crescimento microbiano que consome 

o excesso de produção dos monossacarídeos formados durante a bioconversão, 

promove o processo de pré-purificação do produto final, ou seja, a 

biotransformação fundamental para um processo integrado. 

Em vista disso, deve-se trabalhar com a relação C e N para favorecer a via 

metabólica desejada, como corroborado por ESPOSITO (2004), que afirma que 

carbono em excesso favorece a formação de bioetanol e compostos secundários. 

Para RODRIGUES et al. (2016), é essencial o surgimento de novas 

aplicações biotecnológicas para o emprego dos resíduos agroindustriais que 

podem ser implementados com sucesso, sustentabilidade econômica e ambiental 

como uma proposta industrial para a formação de bioetanol.  

Assim sendo, a elaboração ou implantação de biorrefinaria possibilita a 

geração de novas indústrias no segmento lácteo, seguida da geração de empregos 

e possibilidade de novos mercados de exportação. Além de referir-se a 

transformações e industrialização de novos produtos, que compactuam com 

proteção ao ecossistema, por meio de processos eco-friendly, autossustentáveis, 

com emissão zero de resíduos, por empregar a matéria-prima PSQD na forma 

íntegra, valorizando os potencias de aplicações.  
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CAPÍTULO 5 – CONCLUSÕES 
 

 

Com a realização deste estudo, pôde-se concluir que:  

 

− As condições no bioprocesso foram imprescindíveis para atingir índices 

desejáveis de produção de bioetanol, bem como, dos demais bioprodutos de 

interesse;  

− Em relação à produção de bioetanol, pelo planejamento experimental fatorial 

2³ e pelas interações, definiu-se que concentrações menores de lactose, pH e 

temperaturas baixas favorecem a formação deste composto; 

− Quanto à modelagem matemática, verificou-se que o modelo proposto 

representou o processo de fermentação satisfatoriamente porque considera os 

efeitos de inibição de crescimento pelo substrato e a fase de morte celular no 

processo fermentativo, incorporando os efeitos de liberação de bioetanol residual 

durante a fase de crescimento celular; 

− É possível integrar as biotransformações para a obtenção de biomassa 

microbiana, galacto-oligossacarídeos e ácidos orgânicos; 

− Há potencial de empregabilidade deste subproduto, o PSQD, de forma 

íntegra, contribuindo com a redução dos impactos ambientais, e 

concomitantemente, obtendo-se produtos com valor agregado; 

− Há a integração de uma biorrefinaria pela inexistência de produção de 

resíduos, sendo economicamente, ambientalmente e socialmente viável, propondo 

um modelo de inovação sustentável. 
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CAPÍTULO 6 – SUGESTÕES PARA TRABALHOS 

FUTUROS 

 

 

Para a elaboração de trabalhos futuros, sugere-se: 

 

− Avaliação da adição de pulsos de alimentação de fonte de carbono (PSQD) 

e nutrientes durante o processo de fermentação, visando maior produção de 

bioetanol e biomassa; 

− Realização de planejamentos experimentais almejando maiores 

concentrações de galacto-oligossacarídeos e ácidos orgânicos; 

− Desevolver a modelagem matemática, com o intuito de considerar todos ou 

a maioria dos bioprodutos na modelagem. 
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APÊNDICE A 

 

Curva padrão de etanol determinada por Cromatografia líquida de alta 

eficiência (CLAE) a fim de quantificar o bioetanol e ácidos orgânicos durante 

as fermentações alcoólicas. 

 

Conforme item (3.8.1) após leituras cromatográficas das soluções diluídas 

padrão para HPLC (100%), determinou-se o perfil de regressão linear apresentado 

por meio dos picos de etanol detectados pelo cromatógrafo na Figura 1. As curvas 

dos ácidos orgânicos estão na Figura 2.  

 

 

Figura 1 - Curva de padrão de etanol detectada por CLAE 

 

Figura 2 - Curva padrão dos ácidos orgânicos detectada por CLAE 
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APÊNDICE B 

 

Curva padrão dos substratos lactose, glicose e galactose, determinada 

por Cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) a fim de mensurar o 

consumo de substrato no decorrer das fermentações. 

 

De acordo com o item (3.8.2) após leituras cromatográficas das soluções 

diluídas conhecidas de lactose, glicose e galactose padrão, determinou-se o perfil 

de regressão linear apresentado na (Figura 1) por meio dos picos detectados pelo 

cromatógrafo.  

 

 
Figura 1 - Curva padrão de lactose, glicose e galactose detectada por CLAE 

 

  

y = 4E-05x - 14,482
R² = 0,9984

y = 3E-05x - 66,93
R² = 0,9774

y = 1E-05x - 52,968
R² = 0,9964

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

0 5000000 10000000 15000000 20000000

C
o

n
ce

n
tr

aç
ão

 (g
L-

1
)

Área

Lactose Galactose

Glicose Linear (Lactose)

Linear (Galactose) Linear (Glicose)



 

 

179 
 

APÊNDICE C 

 

Curva de correlação para determinação da biomassa microbiana 

 

Para quantificar a biomassa celular (g L-1) realizou-se a regressão linear 

entre a absorbância das diluições das amostras a 600 nm e a massa seca para a 

Kluyveromyces marxianus, conforme representação da Figura 1. 

 

0 1 2 3 4

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

Concentração (g L-1) 

 

 A
b

s
o

rb
â

n
c
ia

 

y = 2,068 x + 0.0016

R2 = 0,9964

 

 
Figura 1 - Curva de regressão linear entre a absorbância e a massa seca para a Kluyveromyces 

marxianus 
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APÊNDICE D 

 

Curva de correlação para determinação da biomassa microbiana 

 

A fim de obter a biomassa microbiana (g L-1), realizou-se a regressão linear 

entre a absorbância das diluições das amostras, lida a 600 nm, e a massa seca 

(item 3.8.3). A curva de correlação pode ser visualizada na Figura 1. 
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Figura 1 - Curva de correlação entre absorbância e biomassa microbiana (g L-1). 
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APÊNDICE E 

 

Produção de bioetanol: delineamento composto central rotacional. 

 

De acordo com o item (4.4), a Tabela 1 apresenta a variável resposta para o 

bioetanol (g L- 1) 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 variáveis 
averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L-1) para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 21 h 

Ensaios 
Variáveis independentes Variável resposta 

Temperatura (ºC) pH Bioetanol (g L-1) 

12 22,9 2,8 5,05±0,12 

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 49,10±0,06 

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 formação do composto 

bioetanol foi o 19 (49,10 g L-1). Dessa forma, para avaliar as variáveis influentes no 

processo de produção de bioetanol (Y3) em 21 h, foi realizada a análise estatística 

dos resultados do DCCR por meio do Diagrama de Pareto (Figura 1), estimativa de 

efeitos principais e interações das variáveis (Tabela 2), análise de variância 

(ANOVA) (Tabela 3), modelo de regressão (Eq. 1), gráfico dos valores preditos e 

valores preditos por valores observados (Figura 2), além de superfícies de contorno 

e resposta (Figura 4.11). 
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Figura 1 - Diagrama de Pareto com efeitos das variáveis e interações averiguadas no 
delineamento composto central rotacional ao nível de confiança de 95% para a variável bioetanol 

para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 21 h 
 

Tabela 2 - Estimativa de efeitos principais e interações entre as variáveis analisadas no 
delineamento composto central rotacional em 21 h de fermentação para a variável bioetanol para a 

levedura K. marxianus CCT 4086  

Resposta Variáveis Efeito p-valor Coeficiente 
Erro padrão do 

coeficiente 

Y3 

Média/Intercepto 39,42 0,000541 39,42 5,02 
X4 (L) 17,47 0,036608 8,74 3,08 
X4 (Q) -10,47 0,215193 -5,24 3,69 
X5 (L) 21,82 0,016178 10,91 3,06 
X5 (Q) -15,94 0,078189 -7,97 3,61 
X4 x X5 4,00 0,664813 2,00 4,35 

R²: 0,84095 (Y3). 
(L) é condição linear e (Q) quadrática. 

 

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

Resposta 
Fonte de 
variância 

Soma 
Quadrática 

(SQ) 

Graus de 
Liberdade 

(GL) 

Média 
Quadrática 

(MQ) 
Fcalc Ftab 

 Modelo 1570,30 2 785,15 10,35 5,79 
Y3 Erro 379,18 5 75,84   
 TOTAL 2384,03     

 

Pelo Diagrama de Pareto (Figura 1) e o p-valor (Tabela 21) num intervalo de 

confiança de 95% (p-valor<0,05), verifica-se que dentre as variáveis avaliadas, a 

temperatura (X4) e o pH (X5) foram significativas positivamente para a produção de 

bioetanol na condição linear, de modo a obter maiores resultados em (Y3), mais 

elevada deverá ser (X4) e (X5) na condição linear. 

Observa-se nas Tabelas 2 e 3 que o modelo se apresentou significativo para 

fins preditivos, proporcionando um coeficiente de determinação de R2 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 2,5,0,05 = 5,79) num intervalo de confiança de 95% 

(BARROS et al., 2010). Além disso, o modelo de regressão proposto (Eq. 1) é válido 
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para a produção de bioetanol descrevendo o comportamento da levedura 

K. marxianus CCT 4086 em PSQD para a formação do composto de interesse (Y3). 

 

Y3 = -302,47+6,06X4-0,1X4²+117,33X5-16,26X5²+0,4X4:X5 Eq. (1) 

 

 O modelo de variância obtido pela ANOVA pode ainda ser avaliado, pelo 

comportamento observado no gráfico de valores preditos pelos observados, 

conforme apresentado na Figura 2 e pela superfície de contorno e de resposta 

(Figura 3). 

 

 

Figura 2 - Resultado estatístico do delineamento composto central rotacional para a levedura K. 
marxianus CCT 4086 para os valores preditos pelos valores observados para a variável bioetanol 

em 21 h  
 

  

(a) (b) 

Figura 3 - Superfície de contorno (a) e de resposta (b) do delineamento composto central 
rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 para a variável bioetanol em 21 h 
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De acordo com as Figuras 2 e 3, e análise de variância do planejamento 

(Tabela 3), nota-se que os parâmetros temperatura e pH influenciam positivamente 

e linearmente na produção de bioetanol.  

Ademais, a Tabela 4 apresenta a variável resposta para o bioetanol (g L- 1) 

estudado pelo DCCR em 58 h. 

 

Tabela 4 - Matriz do delineamento composto central rotacional com os valores reais das variáveis 
averiguadas e a resposta para o bioetanol (g L-1) para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 58 h 

Ensaios 
Variáveis independentes Variável resposta 

Temperatura (ºC) pH Bioetanol (g L-1) 

12 22,9 2,8 26,31±0,09 

13 37,1 2,8 39,19±0,12 

14 22,9 4,2 30,59±0,05 

15 37,1 4,2 43,00±0,11 

16 20 3,5 30,01±0,09 

17 40 3,5 47,50±0,07 

18 30 2,5 26,90±0,06 

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 produção de bioetanol ocorreu 

nos ensaios 20, seguido do 21 e 22, referentes ao ponto central (30ºC e pH 3,5), 

sendo 52,77, 50,69 e 50,95 g L-1, respectivamente (dp ±1,13). 

Ao averiguar as variáveis significativas no processo de produção de 

bioetanol (Y3) em 58 h foi realizada a análise estatística dos resultados do DCCR, 

por meio do Diagrama de Pareto (Figura 4), estimativa de efeitos principais e 

interações das variáveis (Tabela 5), análise de variância (ANOVA) (Tabela 6), 

modelo de regressão (Eq. 2), gráfico dos valores preditos e valores preditos por 

valores observados (Figura 5), além de superfícies de contorno e resposta (Figura 

6). 
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Figura 4 - Diagrama de Pareto com efeitos das variáveis e interações averiguadas no 
delineamento composto central rotacional ao nível de confiança de 95% para a variável bioetanol 

para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 58 h 
 

Tabela 5 - Estimativa de efeitos principais e interações entre as variáveis analisadas no 
delineamento composto central rotacional em 58 h de fermentação para a variável bioetanol para a 

levedura K. marxianus CCT 4086  

Resposta Variáveis Efeito p-valor Coeficiente 
Erro padrão do 

coeficiente 

Y3 

Média/Intercepto 48,47 54,33 48,47 2,28 
X4 (L) -0,65 6,54 -0,33 1,40 
X4 (Q) -8,57 0,04 -4,28 1,67 
X5 (L) 8,92 16,06 4,46 1,39 
X5 (Q) -26,61 -18,20 -13,30 1,64 
X4 x X5 -3,22 6,94 -1,61 1,98 

R²: 0,93007 (Y3). 
(L) é condição linear e (Q) quadrática. 

 
Tabela 6 - Análise de variância (ANOVA) dos ensaios do planejamento delineamento composto 

central rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 em 58 h 

Resposta 
Fonte de 
variância 

Soma 
Quadrática 

(SQ) 

Graus de 
Liberdade 

(GL) 

Média 
Quadrática 

(MQ) 
Fcalc Ftab 

 Modelo 1192,58 2 596,29 38,21 5,79 
Y3 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 confiança de 95% (p-valor<0,05), constata-se que 

dentre as variáveis avaliadas, pH (X5) foi influente na condição quadrática 

negativamente, e positivamente na linear, sendo que a temperatura quadrática (+) 

atingiu os 95% de influência. 

Segundo as Tabelas 5 e 6, o modelo se apresentou significativo para fins 

preditivos, proporcionando um coeficiente de determinação de R2 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 2,5,0,05 = 5,79) (95% de confiança) (BARROS et al., 

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

regressão proposto (Eq. 2). 

 

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

 

 O modelo de variância obtido pela ANOVA pode ainda ser analisado, pelo 

comportamento observado no gráfico de valores preditos pelos observados, 

conforme apresentado na Figura 5 e pela superfície de contorno e de resposta 

(Figura 6). 

 

 

Figura 5 - Resultado estatístico do delineamento composto central rotacional para a levedura K. 
marxianus CCT 4086 para os valores preditos pelos valores observados para a variável bioetanol 

em 58 h 
  

  

(a) (b) 

Figura 6 - Superfície de contorno (a) e de resposta (b) do delineamento composto central 
rotacional para a levedura K. marxianus CCT 4086 para a variável bioetanol em 58 h 
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Por apresentar coeficiente de determinação de R2 0,93915, e ao observar a 

Figura 6, identifica-se confiabilidade em relação aos valores preditos e observados 

(REENCHER & SCHAALJE, 2007; BARROS et al., 2010; MURARI et al., 2019).  
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APÊNDICE F 

 

Cromatograma destacando a formação de galacto-oligossacaríedos 

 

 

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

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

a formação deste subproduto fermentativo, conforme a Figura 1. 

 

 

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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ANEXOS 
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ANEXO A 

 

 

Ficha de especificação técnica do permeado de soro de queijo 

desproteinizado, disponibilizado pela SOORO Ltda. 
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ANEXO B 

 

 

Ficha de especificação técnica da coluna utilizada no item (3.8.2).  
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ANEXO C 

 

 

Método para Determinação de Açúcares Redutores Totais (DNS). 

 

A quantificação dos açúcares redutores totais (DNS) foi desenvolvida 

seguindo o método do ácido 3-5 dinitrosalicílico conforme proposto por MILLER 

(1959). 

Iniciou-se com o preparo da curva padrão a partir de soluções padrões de 

glicose a 3 g L-1, com concentrações no intervalo de 0,5 a 3 g L-1. Em um tubo de 

ensaio, adicionaram-se 400µL da amostra de glicose de acordo com a 

concentração da faixa e 400µL da solução de DNS. O preparo do branco foi com 

água destilada.  

As amostras da fermentação lidas em triplicata em tubos de ensaio, 

adicionaram-se 400µL da amostra diluída proporcional à quantidade de açúcar na 

amostra e 400µL da solução de DNS. Levaram-se a curva e as amostras ao 

aquecimento em banho-maria, a 100ºC por 5 min. Em seguida, foram resfriadas em 

banho de gelo e foram adicionados 4 mL de água destilada e homogeneizada. Após 

10 minutos as amostras foram analisadas em espectrofotômetro a 540 nm, zerando 

o aparelho com o branco preparado.  
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ANEXO D 

 

 

Método para determinação de açúcar redutor (Kit de glicose - PPP). 

 

A quantificação do teor de glicose (g L-1) dos fermentados foi realizada por 

metodologia enzimática-colorimétrica em kit de glicose (PPP) da marca Analisa e 

pela técnica de espectroscopia no ultravioleta visível (UV-VIS), de modo a 

compreender a faixa 0 e 0,8 de absorbância.  

As amostras foram acometidas em tubos de ensaios, com 24µL da amostra 

preparada (diluída se necessária). Para estimar a glicose, foi necessária a leitura 

do padrão (24µL do reagente 1). O padrão e as amostras receberam 2400µL do 

reagente 2 (reagente de cor) e 4800µL do reagente de cor, sendo empregado como 

como branco. As amostras foram submetidas ao aquecimento em banho-maria, a 

37ºC por 10 min. Ao retirar as amostras do banho-maria, foi realizada 

imediatamente a leitura de absorbância em espectrofotômetro a 505 nm. 
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ANEXO E 

 

 

Método para deteterminação da concentração celular (biomassa 

celular). 

 

 O método de espectroscopia no UV-VIS corresponde à densidade óptica da 

suspensão celular, baseado na metodologia de MULLER (2006); MULLER et al. 

(2007); ASSUNÇÃO (2014); FIORESE et al. (2015), NADAI (2015), TRIGUEROS 

et al. (2016) e MAESTRE (2017). 

 As amostras foram lidas em espectrofotômetro UV-VIS marca Shimadzu 

(modelo 1800) no comprimento de onda de 600 nm, conforme LUDWIG et al. 

(2001), sendo esta determinação realizada em triplicata. Quando necessário, foram 

realizadas diluições das amostras de forma a manter a linearidade da absorção 

inferior a 0,8 unidades. A absorbância foi expressa na forma logarítmica ln (n/n0), 

em que, n0 é a absorbância no tempo zero e n é a absorbância no tempo t. 

 A massa seca foi verificada pela filtração de 20 mL de amostra (V) coletada 

no final das fermentações. O processo de filtração ocorreu em membrana de 

acetato de celulose (25 mm de diâmetro com poro de 0,22 μm), 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 

condições citadas, (m2). A massa celular (m) foi obtida pela diferença entre m2 e 

m1. A Equação (1) foi utilizada para determinação da concentração celular [X] 

(g L- 1): 

 

[𝑋] =  
𝑚 (𝑔)

𝑉 (𝐿)
 

Eq. (1) 

Em que, X é a concentração celular (g L-1); m é a massa seca (g) e V é a 

volume de amostra filtrada (L). 

Para a construção da curva de calibração, fez-se diluições da amostra final 

em diferentes volumes de água destilada, e estas diluições foram lidas em 

espectrofotômetro a 600 nm, conforme Tabela 1.  
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Tabela 1: Diluições da suspensão celular para leituras de densidade óptica a 600 nm 

Amostra Volume do fermentado (mL) Volume de água (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 concentração celular obtida (Eq. 1), as correspondentes 

concentrações celulares (biomassa celular) para os volumes de amostra 

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

 

C1.V1 = C2.V2 Eq. (3.3) 

 Na qual, C1 e C2 são a concentração celular inicial e final (g L-1), 

respectivamente e, V1 e V2 são o volume inicial e final do fermentado (L), 

respectivamente. 

 
 


