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Resumo

A otimizagao das condigoes de cultivo tem sido amplamente explorada ultimamente com
o objetivo de se obter condig¢oes 6timas tanto para o crescimento celular e microbiano
quanto para a producao de substancias de valor comercial. A Saccharomyces cerevisiae
¢ um exemplo de organismo cuja otimizacao do meio de cultura promove uma maior
producao de enzimas ou produtos de interesse, dentre eles pode-se citar: bioetanol e
proteinas heterdlogas de alto valor agregado. Assim, este trabalho objetivou a otimizacao
da condigao de cultivo da levedura S. cerevisiae através da metodologia de superficie
de resposta utilizando-se um planejamento fatorial 22, sendo as varidveis independentes
concentragao inicial de glicose (fonte de carbono) de 2; 5 e 8 g/L e de extrato de levedura
(principal fonte de nitrogénio) de 1; 2,5 e 4 g/L. As varidveis resposta foram: concentragao
celular, em massa seca e razao da concentragao final pela concentracao inicial. A fim de se
determinar a melhor concentracao inicial de levedura fez-se dois cultivos de 6 horas cada,
utilizando-se 2 e 4 g/L de S. cerevisiae, obtendo-se maior crescimento ao se utilizar 2 g/L
de levedura. A partir da analise dos resultados, obteve-se que a concentracao de glicose foi
a variavel estatisticamente significativa, sendo que a maior concentragao celular obtida foi
ao se utilizar 8 g/L de glicose e que a concentragao de extrato de levedura nao possuiu

significado estatistico. Para o trabalho em questdo obteve-se um R? de 0,92738.

Palavras-chaves: Otimizacao, S. cerevisiae, Superficie de Resposta, Concentracao de

glicose, Concentracao de extrato de levedura, Concentracao celular.



Abstract

The optimization of culture conditions has been widely explored recently in order to obtain
optimum conditions for both cellular and microbial growth and for the production of
substances of commercial value. Saccharomyces cerevisiae is an example of an organism
whose optimization of the culture medium promotes a greater production of enzymes or
products of interest, among them we can mention bioethanol and heterologous proteins of
high added value. Thus, this work aimed to optimize the culture condition of S. cerevisiae
yeast through the response surface methodology using a 22 factorial design, with the
independent variables being the initial glucose concentration (carbon source) of 2; 5 and
8 g/L and of yeast extract (main source of nitrogen) of 1; 2,5 and 4 g/L. The response
variable was cell concentration in dry weight and the ratio of final cell concetration by
the initial concentratio. In order to determine the best initial concentration of yeast, two
experiments of 6 hours each were prepared using 2 and 4 g/L of S. cerevisiae, obtaining
higher growth when using 2 g/L of yeast. From the analysis of the results, it was obtained
that the concentration of glucose was the statistically significant variable, being that the
highest cellular concentration obtained was when using 8 g/, of glucose and that the
yeast extract concentration had no statistical significance. For the present work, obtained

a correlation coeficient of 0,92738.

Keywords: Optimization, S. cerevisiae, Response Surface, Glucose Concentration, Yeast

Extract Concentration, Cell Concentration.
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1 Introducao

As leveduras possuem caracteristicas comuns que as tornam interessantes para
processos industriais, dentre tais caracteristicas pode-se citar: facil obtencao e cultivo;
crescimento rapido; utilizacao de nutrientes nas suas formas mais simples e utilizacao de
meios de cultivo baratos e facilmente obtidos (RIO, 2004).

A espécie Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada desde milhares de anos atras
na panificagdo e producao de bebidas alcodlicas fermentadas. Atualmente, ela tem sido
empregada vastamente na producao de bioetanol. A manipulagao genética de cepas de
levedura permite a obtengao de cepas especificas para a producao de substancias de alto
valor comercial. Além destas aplicagoes, destaca-se também seu uso como organismo modelo
para desenvolvimento de pesquisas laboratoriais, bem como na producao de proteinas
heterdlogas. Esta vasta possibilidade de aplicagoes demonstra a importancia que este
organismo leveduriforme possui, tanto para a indistria quanto para a pesquisa (LIMA et
al., 2013).

Microrganismos possuem uma faixa de valores de determinadas varidveis (pH,
temperatura) em que seu desenvolvimento e producao de substancias, como proteinas,
¢ otimizado. Diante disso, técnicas de otimizacao de meio de cultivo de S. cerevisiae
utilizando a metodologia de planejamento experimental sao importantes, pois geram
economia e reducao significativa no tempo do processo, além de melhorarem o rendimento

em produto (VICENTE; DLUHY; TEIXEIRA, 1999).

Intimeros estudos de otimizagao de condigoes de cultivo para favorecer o crescimento
celular da levedura bem como a producao de compostos como etanol e enzimas de interesse
sao desenvolvidos continuamente. Arroyo-Lépez et al. (2009), por exemplo, estudou a
influéncia dos parametros temperatura, pH e concentracao de acicares no crescimento
de S. cerevisiae e S. kudriavzevii por meio da analise de superficie de resposta utilizando
delineamento composto central. J4 Kalathenos et al. (1995) avaliou os efeitos do pH,
concentracao de etanol e de frutose no meio durante o crescimento de S. cerevisiae através

da metodologia de superficie de resposta.

Proposta por Box na década de 50, a técnica de planejamento experimental e a
andlise de superficies de resposta sao metodologias baseadas em fundamentos estatisticos
que permitem um melhor conhecimento do processo, minimizando os custos e o tempo e

maximizando o rendimento (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

O uso das técnicas de Planejamento Experimental tem ganho grande visibilidade
atualmente. Ao se utilizar o planejamento experimental, tem-se como resultados: reducao
no tempo total do processo, com consequente reducao no custo; melhoria no rendimento e

na qualidade do produto final; melhor concordancia entre os valores obtidos e os valores
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pretendidos e reducao da variagao do processo, uma vez que utiliza-se uma faixa aceitavel
e previamente conhecida de variagdo dos fatores. Além disso, o planejamento experimental
mostra o grau de interagao entre as variaveis envolvidas no processo, permite calcular

o erro experimental, bem como diminui o nimero de experimentos a serem realizados

(CALADO; MONTGOMERY, 2003).

Existem inumeras técnicas de planejamento experimental disponiveis e a escolha de
qual técnica utilizar depende do processo a ser monitorado. Por exemplo, quando tem-se
2 ou 3 variaveis a serem controladas e dois niveis, recomenda-se o uso do delineamento
composto central rotacional (DCCR). Este método de planejamento é um dos mais
populares para modelos de até segunda ordem e ¢ utilizado para o estudo de superficies
de resposta. O delineamento composto central rotacional é constituido por trés partes:
axial, fatorial e pontos centrais. Uma vantagem que esta metodologia de planejamento
apresenta é um menor nimero de experimentos a serem realizados quando comparada
aos métodos de planejamento completo. Além disso, este tipo de planejamento pode ser
realizado sequencialmente, ou scja, inicialmente, realiza-se um fatorial fracionario (por
exemplo, 2471) e, em seguida, apés determinados os principais fatores que exercem efeito
na varidvel resposta, pode-se realizar um DCCR para 2 ou 3 fatores (MONTGOMERY,
2013; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A metodologia de superficie de resposta é utilizada para otimizagao de processos
através da analise grafica. Esta metodologia consiste na obtencao de um modelo, que pode
ser de primeira (modelo linear) ou de segunda ordem (modelo quadratico), ¢ que é capaz
de descrever a superficie obtida (RIBEIRO; CATEN, 2011). Esta metodologia tem sido
amplamente utilizada para determinar os efeitos de varidveis no crescimento celular, como
no estudo realizado por D’Amato et al. (2006), onde a influéncia das varidveis temperatura,

concentracao de glicose e de amonia no crescimento celular foi analisada.

Este trabalho apresenta uma discussao sobre as técnicas de planejamento experi-
mental disponiveis, destacando as caracteristicas e diferencas principais de cada uma delas.
Apresenta, ainda, uma revisao sobre a espécie S. cerevisiae, destacando seu metabolismo
aerébio e anaerébio. Uma breve revisao sobre biorreatores também é apresentada, desta-
cando a classificacao dos mesmos com base no modo de operacao. Por fim, apresenta-se
a metodologia utilizada e os resultados obtidos para a otimizacao de meio de cultivo
em biorreator Coluna de Bolhas para a levedura S. cerevisiae ao se analisar o efeito da

concentracao de glicose e de extrato de levedura no crescimento deste microrganismo.
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1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

Utilizar a técnica de Planejamento Experimental para otimizacao das condigoes de

cultivo de S. cerevisiae em biorreator Coluna de Bolhas.

1.1.2  Objetivos Especificos

e Utilizar a metodologia de Planejamento Experimental 22 para determinar a influéncia
das variaveis concentragao de glicose e concentracao de extrato de levedura nas

variaveis resposta;

e Determinar a relagao entre as varidveis concentracao de glicose e concentracao de

extrato de levedura;

e Determinar a condigao 6tima de cultivo de S. cerevisiae, utilizando a metodologia

de Superficie de Resposta.



11

2 Revisao Bibliografica

2.1 Planejamento Experimental

O planejamento de experimentos (do Inglés, Design of Experiments, DOE) é uma
técnica de engenharia utilizada para definir os efeitos que determinadas varidaveis tem em
uma resposta de interesse. No contexto industrial, é uma ferramenta de extrema importancia
e que tem ganho, cada vez mais, a atencao de pesquisadores, uma vez que o emprego desta
ferramenta permite a obtencao de resultados mais confiaveis e com custo reduzido. Vale
ressaltar que, o bom senso do experimentador, a experiéncia e o conhecimento técnico do
processo a ser desenvolvido, combinado a técnica de planejamento, sao determinantes para
a obtengao de resultados com base estatistica significativa (TAHARA, 2008). A Figura 1
mostra, esquematicamente, a integracao entre as trés condigoes necessarias para que o Uso
da metodologia de planejamento experimental seja feita de maneira eficaz (RODRIGUES;
IEMMA, 2009).

Senso

Figura 1 — Integracao entre bom senso, conhecimento do processo e uso de ferramentas estatis-
ticas para a definicdo de um planejamento adequado e eficaz. Fonte: Adaptado de
Rodrigues e Iemma (2009).

E importante que o executor do planejamento tenha conhecimento técnico do
processo. Isto porque para a execugao do planejamento experimental faz-se testes em que
variaveis de entrada, também chamadas de fatores, sao modificadas dentro de uma faixa
aceitavel. Apos a obtencao da resposta, pode-se relacionar qual a influéncia da variacao de
determinado fator na resposta de interesse (TAHARA, 2008).

Ao se realizar um planejamento experimental, deve-se, inicialmente, determinar
os fatores e as respostas de interesse que serao analisados, bem como a faixa de variagao

dos mesmos. Estes fatores, por sua vez, podem ser quantitativos, como temperatura, pH,
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concentracao e pressao, ou qualitativos, como tipo de equipamento, tipo de catalisador e
operador que estd realizando o experimento (CALADO; MONTGOMERY, 2003; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001). Em seguida, deve-se determinar os objetivos que se deseja
alcangar, para que o planejamento que mais se enquadra nas necessidades possa ser
escolhido (NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A metodologia de planejamento experimental possui trés principios bésicos, que
sao: replicagao, aleatoriedade e blocagem. O primeiro consiste em, durante a realizacao do
experimento, se realizar réplicas. A realizacdo de experimentos com réplicas é importante
para a determinacao do erro experimental. A aleatoriedade é importante para o desenvol-
vimento de métodos estatisticos, uma vez que, a partir deste principio, pode-se determinar
todas as relagoes de maneira equilibrada dos fatores que nao foram considerados. Como
por exemplo, ao se estudar o efeito de determinadas variaveis no acabamento de uma peca,
fatores como temperatura ambiente e lote de matéria-prima podem nao ser considerados e
influenciar a variavel resposta, o que influenciara a variabilidade entre os erros. O tltimo
principio ¢ a blocagem, que ¢ utilizada, por exemplo, quando mais de uma pessoa realizou
uma determinada medida experimental, quando o processo foi realizado em bateladas
diferentes ou quando existem fatores que interferem na resposta mas que nao se tem

interesse de estuda-los, o que pode causar uma nao homogeneidade dos dados (CALADO;
MONTGOMERY, 2003).

A realizacao das técnicas de planejamento experimental requer a execugao de uma
grande quantidade de cédlculos, o que torna necessario o uso de ferramentas computacionais
de andlise estatistica que facilitem o desenvolvimento desta técnica. Para isto, existem
softwares que realizam todas as andlises estatisticas necessarias para o desenvolvimento
do planejamento experimental, podendo-se citar: Minitab Statistical Software, Software
Statistica e Design Fxpert. Estes softwares realizam tarefas de estatistica bésica, como
testes de hipoteses e intervalos de confianca; fazem calculos de regressao linear e andlise de
variancia, graficos de superficie de resposta, planejamento fatorial, dentre outros (TAHARA,
2008).

De acordo com o niimero de fatores a serem analisados, o planejamento de experi-
mentos pode ser classificado como: planejamento com um unico fator ou de fator simples e
planejamento fatorial ou de multiplos fatores (WANG; WAN, 2009).

2.1.1 Planejamento com Fator Unico

Neste método de planejamento experimental, os fatores sao variados um de cada
vez e os demais permanecem constantes. Como por exemplo, tem-se trés fatores a serem
considerados no experimento: pH, temperatura e concentracao de acgicar e a variavel
resposta é concentracao celular. No planejamento com um fator tnico, ao se analisar a

variavel pH todas as demais ficarao fixas, ou seja, os niveis do fator pH serao variados,
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enquanto os niveis dos demais fatores permanecerao constantes, e nao havera correlacao
de uma variavel com outra. Encontrado o valor 6timo da variavel pH, esta é fixada e os
demais fatores sao analisados. Assim, este método nao determina, por exemplo, a interacao
dos fatores pH e concentracao de agucar, apenas determina a influéncia do fator pH na
variavel resposta (BOX; HUNTER; HUNTER, 2005).

O planejamento com um fator tinico possui como vantagem a facilidade de operagao e
analise dos resultados, uma vez que, analisa-se apenas um fator por vez. Porém, ele nao leva
em consideragao a relacao entre os fatores, o que pode gerar respostas que nao representam
a condicao 6tima, uma vez que a interagao entre as variaveis independentes pode influenciar
na variavel resposta. Vale ressaltar também que este ¢ um método demorado e trabalhoso,
pois é necessario um grande niimero de experimentos, principalmente, quando a quantidade
de variaveis é grande (WANG; WAN;, 2009).

2.1.2 Planejamento Fatorial

No plancjamento fatorial, faz-se combinagoes entre os niveis de dois ou mais fatores.
Lembrando que, considera-se fatores as variaveis a serem controladas e niveis os possiveis
valores que uma variavel pode assumir. Como exemplo, tem-se que A e B sao fatores e
referem-se a concentracao celular e pH, respectivamente, e 1 e 2 sao os niveis dos fatores
A e B. As combinacoes a seguir podem ser obtidas (RODRIGUES; IEMMA, 2009):

AlBl AlBg
AgBl AQBQ

Por promover a combinacdo de diferentes niveis, com o planejamento fatorial
é possivel descrever a interagao entre os diferentes fatores, além de ser mais facil de
executar quando se tem grande niimero de variaveis de entrada, quando comparado com o

planejamento de um fator inico (WANG; WAN;, 2009).

O planejamento fatorial pode ser dividido em duas categorias: planejamento fatorial
completo e planejamento fatorial fracionario (WANG; WAN, 2009).

2.1.2.1 Planejamento Fatorial Completo

No planejamento fatorial completo, todas as combinagoes de niveis de cada fator
sao testadas. Assim, quando tem-se, K fatores, cada qual com N niveis, o planejamento
fatorial completo ¢ N¥. Ou seja, neste planejamento analisa-se uma varidvel sujeita a todas
as combinagoes das demais variaveis. Algumas vezes utiliza-se modelos polinomiais para
descrever a relagao entre as varidveis controlaveis e a variavel resposta (RODRIGUES;
IEMMA, 2009; CALADO; MONTGOMERY, 2003; WANG; WAN, 2009).

O planejamento fatorial completo mais utilizado é aquele que possui dois niveis,

sendo escrito como 2%, quando tem-se trés niveis, escreve-se 3%, e assim por diante (WANG;
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WAN, 2009; NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001). Planejamentos com mais de trés niveis
tornam-se inviaveis pelo aumento na quantidade de dados experimentais, o que se deseja
evitar ao se fazer planejamentos experimentais (CALADO; MONTGOMERY, 2003; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

O numero de experimentos a serem realizados em um plancjamento fatorial com-
pleto aumenta exponencialmente com o aumento do numero de fatores, o que torna o
planejamento fatorial completo inviavel quando se tem mais de seis fatores para dois niveis
ou mais de quatro fatores para trés niveis, como pode ser observado na Tabela 1. Isto
porque, este aumento no nimero de experimentos gera aumento do tempo gasto para a
execugao do processo, bem como, aumento no custo (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Tabela 1 — Numero de ensaios para alguns esquemas de planejamentos fatoriais completos.

Niveis Fatores
k=2 k=3 k=4 k=25 k=6 k=7 .+ k=K
2 2=—4 22=8 20=16 2°=32 26=64 27=128 .- ok
3 32=9 33=27 3*=81 3°=243 35 =729 37 =12187 ... 3k
N N2 N3 N4 N° NG N7 Nk

Fonte: Rodrigues e Iemma (2009).

2.1.2.2 Planejamento Fatorial Fracionario

Quando se tem um numero de fatores muito grande, a quantidade de experimentos
a serem realizados, sera, também, muito alta. Como por exemplo, se o nimero de fatores
para um dado experimento é 7, para um planejamento fatorial completo, seria necesséario
27 = 128 experimentos. Tais experimentos devem ser feitos em replicatas, a fim de se
obter o erro experimental associado aos valores obtidos, o que tornaria o processo ainda
mais demorado e mais caro. Em tais casos, em que o nimero de fatores é muito alto,
pode-se fazer um nimero menor de experimentos que corresponda a uma fragdo do nimero
total dos experimentos do planejamento fatorial completo (NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2001).

Por exemplo, em um planejamento completo com quatro fatores, o nimero de
ensaios a ser realizados é, sem contar com as réplicas, 2* = 16 experimentos. J4 no
planejamento fatorial fracionario deve-se fazer apenas 24~ = 23 = 8 experimentos, o que
corresponde & meia-fracao do planejamento fatorial completo. Os dois niveis de valores
para os fatores sao representados pelos sinais (+) e (-), que representam os valores maximos
e minimos, respectivamente. Quando tem-se trés niveis, a representacao torna-se (+), (0)

e (-) (CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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Para planejamentos fatoriais fracionarios, ha uma regra que deve sempre ser seguida:
70 numero de experimentos realizados deve ser, no minimo, iqual ao numero de varidveis
mais quatro.” (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Um tipo de planejamento fatorial fracionario muito utilizado é o Delineamento
Composto Central Rotacional (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

2.1.2.2.1 Delineamento Composto Central Rotacional

O modelo de Delineamento Composto Central (DCC) foi introduzido em 1951,
por Box ¢ Wilson. E um dos delineamentos para modeclos de até segunda ordem mais
utilizados atualmente e foi proposto para o estudo de superficies de resposta. Este modelo
é composto pelas partes: axial (), central e cubica (fatorial). O total de combinagoes
possiveis é dado pela Equagao 2.1. Como exemplo, tem-se um processo com dois fatores,
A e B, a partir da equacao 2.1, obtém-se que o nimero de tratamentos necessarios serd
igual a nove (2% + 222 + 1 = 9) (MENDONCA, 2012).

Y =k +2k+1 (2.1)

Onde Y é o namero de ensaios e k é o niimero de fatores.

Ensaios no ponto central sao realizados para se estimar os efeitos quadraticos, bem
como estimar o erro e viabilizar o calculo dos residuos. O ponto ctibico é responsavel pela
determinagao da estimativa dos efeitos das interagoes. J& os pontos axiais (), que estao a
uma distancia de 4+« ou -« da origem, contribuem para a estimativa dos termos quadraticos
para o modelo de segunda ordem (MENDONCA, 2012; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

A grande possibilidade de escolha do valor de a faz com que o DCC seja uma
metodologia flexivel e usada em diversas regices de interesse experimental (MENDONCA,
2012). A tabela 2 apresenta diferentes valores que « pode assumir (RODRIGUES; IEMMA,
2009).

Tabela 2 — Alguns valores que a pode assumir em Delineamentos Compostos Centrais.

K 2 3 4 5 6

o +£1,4142 £+ 1,6818 £ 2,0000 =+ 2,3784 =+ 2,8284
Fonte: Rodrigues e Iemma (2009).

Quando a assume o valor descrito pela Equagao 2.2, o Delineamento ¢é dito Com-
posto Central Rotacional (DCCR). Este tipo de delineamento é dito rotacional porque

as variancias da resposta dependem unicamente da distancia ao ponto central. A rotacio-
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nalidade proporciona variancias idénticas para pontos que estao situados a uma mesma
distancia do centro, independente da dire¢ao (MENDONCA, 2012; CONAGIN, 1982).

o = £(2F)1/4 (2.2)

O Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) é recomendado quando
tem-se de dois a trés fatores. Quando o nimero de fatores ¢é igual a quatro, pode-se fazer
primeiro um planejamento fracionario (2471) para investigacao da relacao entre as varidveis
independentes e a resposta e, em seguida, um DCCR com trés ou dois fatores. Ja para
cinco varidveis seria necessdria a realizagdo de, pelo menos, 45 experimentos (2° + 25 + 3
= 45), o que é um nimero significativamente alto e torna o DCCR inviavel (RODRIGUES;
[EMMA, 2009).

Na literatura é possivel encontrar, ainda, outros tipos de planejamento experimen-
tal, dentre eles pode-se citar o planejamento Box-Behnken e Plackett-Burman. Maiores

descrigoes sobre estes planejamentos podem ser encontradas em Rodrigues e Iemma (2009).

2.1.3 Superficie de Resposta

A técnica de superficie de resposta (do Inglés Response Surface Methodology,
RSM) ¢ utilizada quando objetiva-se a otimizagao da varidvel resposta (MONTGOMERY,
2013). Esta metodologia tem sido utilizada em véarios processos industriais para anélise de
experimentos planejados. Ao se construir modelos para a resposta do processo, deseja-se
determinar o ponto 6timo, por isso diz-se que a metodologia de superficie de resposta é
um método de otimizacao (RIBEIRO; CATEN, 2011).

A superficie de resposta, normalmente, é representada graficamente. Supondo-se
que em um processo ha duas varidveis, temperatura (°C), e pressao (psi), representadas
por x; e Xo, respectivamente. Estas varidaveis influenciam a varidvel resposta rendimento,
representada por 7, de um processo quimico. Entao, tem-se que rendimento é uma funcao

de temperatura x; ¢ pressao Xo, como pode ser visto nas Equagoes 2.3 ¢ 2.4 (CALADO;
MONTGOMERY, 2003).

y = f(z1,22) + € (2.3)

1= [y, 2) (2.4)

Em que € corresponde ao erro.

A superficie de resposta obtida para este caso é apresentada na Figura 2, onde

pode-se notar a existéncia de contornos, em que cada um destes contornos corresponde a

uma altura na superficie de resposta (CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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Figura 2 — Superficie resposta para o processo quimico exemplo, em que os fatores sdo: tempe-
ratura (°C) e pressao (psi), representadas pelas varidveis x; e xa, respectivamente, e
a variavel resposta ¢ rendimento (7). Fonte: MONTGOMERY (2013).

Na maioria dos problemas de superficie de resposta, a relagao entre a variavel
resposta e as variaveis independentes é desconhecida. Assim, a primeira coisa a se fazer
¢ determinar a relacao matematica entre tais varidveis. Se uma equacao de primeira
ordem se ajustar bem ao modelo, entao este polindmio poderd ser utilizado. O modelo
de primeira ordem é apresentado na Equagao 2.5 (CALADO; MONTGOMERY, 2003;
MONTGOMERY, 2013).

Y = Bo+ frar + faza + ...+ Lnxn € (2.5)

Por outro lado, quando tem-se uma curvatura no sistema, deve-se utilizar uma
equagao de segunda ordem ou quadratica, expressa pela Equacao 2.6 (CALADO; MONT-
GOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2013).

k k
Y =50+ Z ﬁjl’j + Z Z ﬁijl'il'j + Z ﬁjjl’? +e€ (26)
Jj=1 J=1

i<j

Na maioria dos casos, utiliza-se um destes modelos ou ambos, visto que para regioes
pequenas eles funcionam bem. Normalmente, quando se esta longe do ponto 6timo e o
sistema possui uma pequena curvatura, o modelo de primeira ordem se ajusta bem e é
apropriado para este caso. Uma vez que a regiao do ponto 6timo foi encontrada, um modelo
mais elaborado, como o de segunda ordem pode ser empregado a fim de se determinar

o ponto 6timo. Por este motivo diz-se que a metodologia de superficie de resposta é um
modelo sequencial (CALADO; MONTGOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2013).
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Para determinacao da localizacao do ponto 6timo, pode-se utilizar o método do
gradiente ascendente ou descendente. No modelo ascendente move-se sequencialmente em
direcao ao maximo aumento da resposta. J& no modelo descendente, move-se em direcao a
minimizar a resposta (MONTGOMERY, 2013). Entao, quando a regiao do ponto 6timo
encontra-se distante, estd sendo utilizado um modelo sequencial de primeira ordem. O
caminho a ser seguido em direcao ao ponto 6timo pode ser ascendente ou descendente e,
este caminho continua até que o modelo de primeira ordem nao mais se ajuste ao sistema,

neste ponto, entao, deve-se utilizar um modelo mais elaborado, como o de segunda ordem
(CALADO; MONTGOMERY, 2003).

2.2 Saccharomyces cerevisiae

2.2.1 Caracteristicas

A espécie S. cerevisiae, pertencente ao reino Fungi, é uma levedura unicelular
cucaridtica mesofilica, ou scja, sobrevive em temperaturas entre 25 ¢ 40° C (SILVA, 2009;
SOUZA, 2009). Na Figura 3, pode-se observar células de S. cerevisiae vistas sob microscopia

eletronica.

- A, 7

Figura 3 — Células de S. cerevisiae vistas sob microscopia eletronica. Fonte: VIEIRA e FER-
NANDES (2012).

As células de S. cerevisiae sao elipticas e possuem aproximadamente 3 um de
diametro, apresentam alta velocidade de crescimento (em condigdes nutricionais normais,
uma célula é capaz de se dividir a cada 90 minutos) e sdo anaerdbias facultativas, isto é,
sao capazes de se adaptarem tanto a condigoes de aerobiose, quanto de anaerobiose (SILVA,
2009). Em condigoes aerdbias, a fonte de carbono, normalmente glicose, é convertida em

agua e gas carbonico, ou seja, transformada em biomassa. Ja em condi¢oes anaerdbias, a
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fonte de carbono ¢é convertida em géas carbonico e etanol, através da fermentagao alcodlica
(LIMA et al., 2013).

A levedura S. cerevisiae é considera um microrganismo modelo metabdlico, mo-
lecular e genético para eucariotos, assim como a FEscherichia coli é considerada para
procariotos. Isto porque estas leveduras sao de facil manipulagao, sao consideradas seguras
e o conhecimento do seu genoma, que ja foi completamente sequenciado, faz com que estes
microrganismos sejam utilizados no desenvolvimento de novos processos, sendo cultivados
em escala industrial (MIGUEL, 2006).

Esses microrganismos tém gerado, atualmente, alto interesse comercial no que diz
respeito a producao de bioetanol, principalmente porque sao capazes de sobreviver em
ambientes que contenham alta concentragao deste composto, caracteristica esta que ¢é
dificilmente observada em outros microrganismos. Esta espécie pode ainda ser utilizada
na industria de alimentos, como na panificacao e producao de bebidas, como vinho,
cerveja e cachaca e na industria farmacéutica para producao de vacinas e proteinas
(ALBUQUERQUE, 2007).

A fim de obterem energia, as leveduras utilizam tanto o processo fermentativo,
que se da em anacrobiose, quanto a respiragao, que acontece em condigoes de aerobiose.
A energia obtida estd na forma de ATP, adenosina trifosfato, que ao perder um grupo
fosfato se transforma em ADP, este, por sua vez, pode ser re-fosforilado. Com relagao ao
rendimento energético, a via respiratéria é mais vantajosa para as leveduras, uma vez que
nesta via se produz 19 vezes mais ATP que na via fermentativa (CRUZ, 2015). De acordo
com Souza (2009), as reagdes quimicas que representam as vias fermentativa e respiratéria

podem ser vistas a seguir:

Via Fermentativa

2C¢H120¢ + 2P; + 2ADP 2C,HsOH + 2CO, + 2ATP + 2H,0

Via Respiratoria

2C6H1206 + 60, 6COy, + 6H,O + 38ATP

2.2.2 Cinética de Crescimento

O crescimento de microrganismos pode ser representado pela curva de crescimento,
apresentada na Figura 4, onde tem-se as fases lag, exponencial, estaciondria e de morte
(MACHADO, 1999).

Primeiramente, tem-se a fase lag, a qual ocorre, normalmente, apds as células que
se encontravam em fase estacionaria terem sido transferidas para um meio novo. Esta pode
ser considerada uma fase de adaptacao fisiologica das células antes do seu crescimento, e

pode ocorrer por diversos motivos, tais como: tempo necessario para células se recuperarem
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Figura 4 — Curva da cinética de crescimento para microrganismos. Fonte: Adaptado de WHITE,
DRUMMOND e FUQUA (2011).

da presenga de produtos tdxicos (dcidos, bases ou dlcoois) e tempo necesséario para sintese
de enzimas e coenzimas importantes para o metabolismo. A fase lag pode ser evitada se o

in6culo for transferido para um meio de cultivo novo e com mesma composicao durante a
fase exponencial (WHITE; DRUMMOND; FUQUA, 2011).

Apés a fase lag, tem-se a fase exponencial ou log, em que ocorre a divisao e o
aumento da massa celular. Ao final desta fase, mesmo apds o crescimento ja ter cessado, as
células continuam a se dividir, porém elas se tornam menores. A velocidade de crescimento
durante esta fase permanece constante (MACHADO, 1999).

J4a na fase estacionaria, as células param de crescer em funcao do esgotamento de
nutrientes, baixa concentragao de oxigénio ou do actiimulo de produtos téxicos no meio.
Por fim, tem-se a fase de declinio, onde acontece a morte celular devido a falta de energia
celular ou acao de enzimas autodestrutivas (WHITE; DRUMMOND; FUQUA, 2011).

Segundo Shafaghat et al. (2010), a fasc lag do crescimento da levedura S. cerevisiae
(PTCC 24860) situa~se em torno do tempo de 2 horas, a fase exponencial de 2 a 14 horas,

fase estacionaria de 14 a 24 horas e a fase de morte acontece apés 24 horas de cultivo.

2.2.3 Condicoes de Cultivo

Os meios de cultivo podem ser classificados em complexos ou quimicamente definidos.
Os meios complexos sao aqueles cuja formulagao é complexa e variavel. Como exemplos de
meios de cultivo complexos, pode-se citar: melago, extrato de levedura, vinhoto, farinha de
soja, milhocina, etc. Estes meios sao ideais para a escala industrial, por serem mais baratos.
Ja os meios quimicamente definidos possuem sua formula¢do conhecida e reproduzivel,
utilizando compostos puros como, por exemplo, glicose, sulfato de amonio e fosfato. Por
isso, os mesmos sao muito utilizados em pesquisas. Os meios quimicamente definidos

possuem fontes de cada nutriente essencial para o crescimento do microrganismo, ao passo
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que, os meios complexos podem requerer a adi¢ao de alguns elementos, como magnésio,
fésforo ou enxofre. A Tabela 3 mostra a composicao de um meio quimicamente definido
utilizado para o cultivo de S. cerevisiae (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008).

Tabela 3 — Composigao do meio quimicamente definido para cultivo de S. cerevisiae.

Componente Concentracao (g/L)

Glicose 18,0
(NHy)2504 3,2
MgS04.7TH>0 0,39
KHyPOy 0,68
NaCl 0,008
FeS0O4.7TH;0 0,002
CuS04.5H50 0,001
ZnS04.TH,0 0,003
CaCly 0,028
CoCly.6H50 0,0002

Fonte: Pereira, Bon ¢ Ferrara (2008).

Intimeros meios de cultura podem ser utilizados para cultivar microrganismos,
porém, todos devem conter os nutrientes necesséarios para o crescimento e propagacao celular.
Dentre esses nutrientes pode-se citar: fonte de carbono e nitrogénio, coenzimas e cofatores,
vitaminas, fésforo, enxofre, cobalto ¢ zinco. Além disso, fatores como pH, temperatura

e agitagao devem ser controlados a fim de que o metabolismo dos microrganismos seja
favorecido (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008).

2.2.3.1 Temperatura

Considerando-se que a S. cerevisiae é uma levedura mesofilica, sua temperatura
6tima de crescimento estd compreendida entre 25 e 40° C (JUNIOR, 2013). Utilizando
a faixa de temperatura de 25 a 35°C, Parada e Acevedo (1983) estudaram a influéncia
da temperatura no crescimento de S. cerevisiae e determinaram que o crescimento 6timo
foi obtido em 30°C e que, apds este valor de temperatura, a taxa de crescimento decafia.
Este mesmo resultado foi obtido por Win, Impoolsup e Noomhorm (1996), que estudaram
as mudancas no crescimento de §. cerevisiae ao longo de um intervalo de temperatura
de 20 a 40°C (pH 4,5) utilizando melaco e xarope de glicose como substrato e obtiveram

crescimento 6timo em 30°C.

Temperaturas superiores a 40°C provocam o enfraquecimento da levedura, isto
porque, em temperaturas elevadas, a fluidez da membrana aumenta, o que faz com que
substancias contaminantes sejam mais facilmente transportadas para o meio intracelular.
Além disso, temperaturas elevadas favorecem o crescimento de bactérias contaminantes,
que podem vir a competir com as leveduras pela fonte de carbono, diminuindo, assim, a

disponibilidade de nutrientes e, consequentemente, o crescimento da levedura. Temperaturas
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inferiores a 25°C provocam a diminuicao da atividade da levedura, principalmente por meio
da inativacdo de enzimas (SOUZA; MONTEIRO, 2012; CRUZ, 2015; JUNIOR, 2013).

2232 pH

A faixa de pH 6tima para o crescimento leveduriforme esta compreendida entre 4 e
6,5, dependendo da temperatura e substrato utilizado (JAY, 2012). Variagoes drasticas
no pH causam alteracoes na estrutura da membrana celular, além de alterar as cargas de
proteinas envolvidas em seu metabolismo, o que causa uma mudanca na estrutura das

mesmas, fazendo com que estas tenham sua atividade catalitica reduzida ou até mesmo
perdida (NEVES, 2003).

Win, Impoolsup e Noomhorm (1996), determinaram, também, que o pH étimo para
o crescimento de S. cerevisiae utilizando-se xarope de glicose e melago como substrato e

em temperatura de 30°C era de 5,5.

2.2.3.3 Agitacdo e Aeracdo

A aeracgao consiste na injecao de gas oxigénio no reator, o que promove, a agitacao
do meio, bem como melhora a transferéncia de calor e de massa (SOUZA; MONTEIRO,
2012).

Em organismos facultativos como a S. cerevisiae, o oxigénio é necessario para o
crescimento do microrganismo, participando, assim, da geragao de energia através da cadeia
respiratoria, uma vez que este gas é o aceptor final de elétrons na cadeia transportadora
de elétrons e, quando reduzido a agua, participa da reoxidacao de coenzimas envolvidas
na glicdlise, permitindo a estocagem de energia através de moléculas de ATP (NEVES,
2003; SOUZA; MONTEIRO, 2012).

Para que haja a oxidacao de um mol de glicose sao necesséarios seis mols de gas
oxigenio, o que mostra a importancia de se agitar e aerar processos fermentativos aerébicos
(NEVES, 2003). Além do mais, a agitacio mantém as células em suspensao, diminuindo a

sedimentagao das mesmas, aumentando, assim, o contato delas com o substrato (CAMILI,
2010).

Ao estudar os efeitos que as variaveis acucar total, nitrogénio e taxa de agitacao
possuem sob a producao de biomassa de S. cerevisiae, Ruiz, Guerra e Roses (2003) notaram
que o crescimento celular aumenta com o aumento da agitagao, porém taxas de agitagao
muito elevadas podem causar perda de viabilidade celular. Devido a agitacao elevada poder

causar morte celular por rompimento da membrana ou parede da célula.

2.2.3.4 Composicao do meio de cultivo

Meios de cultivo, conforme citado previamente, devem possuir todos os componentes

necessérios para o crescimento do microrganismo. A presenca de fontes de agiicar (glicose)
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¢é importante para a formacao de biomassa e sintese de carboidratos, que servirao como
reserva energética para as células. O nitrogénio, assim como o carbono, pode ser proveniente
de inimeras fontes, desde os aminoacidos e amonia até fontes mais complexas, como acidos
nucleicos (MIGUEL, 2006). O fésforo somente é absorvido na forma de KHyPO4,~ e
participa da composicao dos fosfolipideos de membrana e &cidos nucleicos. J& o enxofre é
o constituinte de aminoacidos e algumas vitaminas e, geralmente, esta presente em meios
de cultivo sob a forma de KoSO4~ ou (NHy)2S0,. Os fons metdlicos, como zinco e ferro,
sao importantes para a atividade enzimatica, estando presentes, principalmente, no sitio

ativo de enzimas ou atuando como cofatores (MACHADO, 1999; CRUZ, 2015).

A levedura S. cereuvisiae utiliza a glicose preferencialmente a qualquer outra fonte
de carbono. Assim, mais do que uma fonte de carbono, a glicose atua como repressor
catabdlico do metabolismo de crescimento celular. Isto quer dizer que, na presenca deste
agucar, a sintese de enzimas responsaveis por degradar outros agucares é inibida (NEVES,
2003; ALBUQUERQUE, 2007).

Quando a concentragao de glicose no meio é baixa, ocorre o aumento de biomassa,
ou seja, o crescimento é predominantemente oxidativo. J& quando a concentragao de
glicose no meio aumenta, o processo fermentativo passa a predominar, mesmo em con-
digoes aerdbias. Isto porque, durante a fermentacao ha a producao de 2 moléculas de
ATP, enquanto que na respiragao sao produzidas 38 moléculas, assim para obter energia
suficiente para seu metabolismo a levedura, durante a fermentacgao, precisa hidrolisar
muito mais glicose que durante a respiragao. Este fenomeno ¢ chamado de Cabtree ¢ ocorre
pois a glicose provoca a inibicao da cadeia respiratoria e de enzimas envolvidas na via
glicolitica, como desidrogenases, acarretando a indugao de transportadores de glicose e

repressao de transportadores e enzimas necessarias para o metabolismo de outros acticares
(ALBUQUERQUE, 2007; LUCERO; MORENO; LAGUNAS, 2002).

Segundo Lucero, Moreno e Lagunas (2002), a limitagao ou auséncia de fontes de
nitrogénio no meio de cultivo causa a inativacao de transportadores de acicares. Este fato
ocorre pois na auséncia deste composto intimeras proteinas sao degradadas. Além disso, a
presenca de nitrogénio no meio de cultivo promove o aumento de meia vida da levedura.
Muitas vezes, no cultivo de leveduras adiciona-se extrato de levedura, pois este composto

fornece uma fonte extra de nitrogeénio.

2.2.4 Fermentacao alcodlica

A fermentagao ocorre para que os microrganismos obtenham energia necessaria para
sua sobrevivéencia. Por meio da fermentacao alcodlica, a espécie S. cerevisiae oxida o agicar
a fim de liberar energia necesséaria para a manutencao de suas atividades metabdlicas, como
multiplicagao e crescimento (SOUZA, 2009). A reacao a seguir representa a fermentagao

alcodlica, onde uma hexose, que pode ser glicose ou frutose, é convertida em etanol, gas
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carénico e ATP (CRUZ, 2015).

2C6H 1206 C,H;OH + 2C0O, + 2ATP

hexose etanol

Durante a fermentacao alcodlica, acticares fermentesciveis, como a glicose, sao
convertidos em etanol, produzindo, além deste composto, outras substancias, como acetoina,
glicerol, alcoois superiores, acidos organicos, butilenoglicol e ésteres (SOUZA; MONTEIRO,
2012; VIANA, 2009).

O processo de producao de etanol se da por duas etapas. A primeira etapa, chamada
de glicolise, consiste na conversao de uma molécula de glicose em duas moléculas de piruvato.
Nesta etapa hé a producao de duas moléculas de ATP e duas moléculas de NADH por
molécula de glicose. Posteriormente, na segunda etapa, conhecida como fermentacao
alcoolica, o piruvato é convertido em etanol e gas carbonico pela agao das enzimas piruvato
descarboxilase e dlcool desidrogenase, em que ocorre, ainda, a reoxidagao das duas moléculas
de NADH que foram produzidas na glicolise. Neste passo, ha geracao de duas moléculas de
ATP. A Figura 5 ilustra, esquematicamente, a rota metabdlica da fermentagao alcodlica em
S. cerevisiae a partir de uma molécula de glicose, apresentando todas as enzimas envolvidas
no processo, como hexoquinases, fosfofrutoquinases e piruvato quinases (CASTANHEIRA,
2013; SOUZA, 2009; VIANA, 2009).

A maior parte da matéria-prima utilizada para a fermentacao e producao de etanol
¢é fonte de sacarose, entretanto, a fermentacgao alcodlica somente acontece se a fonte de
carbono for um monossacarideo, o carboidrato sacarose deve ser, entao, catabolizado. O
fungo leveduriforme S. cerevisiae sintetiza a enzima invertase, responsavel por oxidar a
molécula de sacarose, convertendo-a em D-glicose e D-frutose. A reacao a seguir mostra a
reacao de inversao, onde, uma molécula de sacarose é catabolizada, formando glicose e
frutose (SOUZA, 2009).

invertase

CpH22041 + H0 CeH1206 + CgHi206
Sacarose D - glicose D - frutose

A sacarose pode ser metabolizada por meio de duas vias, a via extracelular e a via
intracelular. Na via extracelular, esse carboidrato é hidrolisado no espacgo periplasmatico
pela enzima invertase, formando glicose e frutose, conforme visto na reacao de inversao.
J& na via intracelular, a sacarose é primeiramente transportada para o interior das células
através da membrana plasmatica, onde é entao metabolizada. Tal transporte se da por
meio do transporte de fons HT e, para que o pH intracelular seja mantido, deve haver
o bombeamento de prétons para o meio extracelular. Este bombeamento é feito pelas
enzimas HT— ATPases (BASSO, 2011).

H*— ATPases sao as enzimas mais abundantes na membrana plasmaética de fungos.

Elas possuem uma unica cadeia polipeptidica com massa molecular de, aproximadamente,
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Figura 5 — Rota metabdlica da fermentagao alcodlica em S. cerevisiae, em que uma molécula de
glicose é convertida em etanol e COs. Abreviacées: HK corresponde & enzima hexo-
quinase; PGI: fosfoglicoisomerase; PFK: fosfofrutoquinase; FBPA: frutose bifosfato
aldolase; TPI: triose fosfato isomerase; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidroge-
nase; PGK: fosfoglicerato quinase; PGM: fosfogliceromutase; ENO: enolase; PYK:
piruvato quinase; PDC: piruvato descarboxilase; ADH: alcool desidrogenase. Fonte:
Adaptado de CASTANHEIRA (2013).

100 kDa e estao ancoradas na bicamada lipidica da membrana plasmatica. O bombeamento
de prétons HT para o meio extracelular é feito por meio da quebra de uma molécula de
ATP, gerando a formacao de um gradiente eletroquimico. Tais enzimas sao responsaveis
por bombear prétons H' para o meio extracelular por meio da quebra de uma molécula
de ATP, promovendo a formacao de um gradiente eletroquimico de prétons, importante
para a manutencao do pH intracelular (BASSO, 2011; CASTANHEIRA, 2013).

2.2.4.1 Fatores que afetam a Fermentacdo alcodlica

Intimeros fatores influenciam a fermentagao alcodlica, podendo diminuir o rendi-
mento da fermentagao pela interferéncia na atividade biolégica da levedura, bem como na
sua estrutura celular. Dentre esses fatores, pode-se destacar: pH, temperatura e concentra-
¢ao de etanol no meio (SOUZA; MONTEIRO, 2012).
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22.4.1.1 pH

Uma vez que a maioria dos microrganismos possuem uma faixa estreita de pH, onde
seu crescimento e formacao de produtos sao favorecidos, a faixa de pH 6tima para que a
fermentagao alcodlica ocorra estd entre 4 e 5,5. Quando a fermentacao ocorre utilizando-se
a espécie S. cerevisiae, o pH deve estar em torno de 4,5 (SOUZA; MONTEIRO, 2012).
Maiores rendimentos de etanol sao obtidos em meios mais acidos. Esta situacao pode ser
explicada pelo fato de que, em pH &acido, o aumento de biomassa da levedura é inibido,
isto porque elas irao gastar mais energia para manter seu pH interno, que deve estar entre
5,8 ¢ 6,9. A contaminacao bacteriana também ¢ inibida quando a fermentacao se déa em
meios mais acidos (CRUZ, 2015; SOUZA, 2009).

2.2.4.1.2 Temperatura

A temperatura 6tima para a producao de etanol utilizando-se a levedura S. cerevisiae
é na faixa de 28 a 34° C. Durante a fermentacao alcodlica, quanto maior for a temperatura,
maior é a velocidade de fermentacao, porém, temperaturas acima de 35° C podem causar
perda de etanol por evaporacgao, propiciar o crescimento de bactérias contaminantes e
enfraquecer as leveduras (SOUZA; MONTEIRO, 2012; CRUZ, 2015).

Temperaturas inferiores a 25° C provocam a diminuicao da atividade da levedura,
fazendo com que a fermentacao seja mais lenta. Fermentagoes conduzidas em temperaturas
baixas enfraquecem o surgimento de bactérias e ainda faz com que as leveduras fiquem
mais resistentes ao etanol no final do processo, visto que as células sdo expostas a menores
condigoes de estresse (CRUZ, 2015; JUNIOR, 2013).

2.2.4.1.3 Concentracao de etanol no meio

Conforme a fermentacao vai ocorrendo, o teor alcodlico do meio vai aumentando,
o que pode inibir a levedura fermentativa. Normalmente, a fermentacao para quando a
concentragao de etanol atinge a porcentagem de 11 - 12% (CAMILI, 2010). Este metabdlito
secundario afeta a membrana plasmatica e causa a inibicao de enzimas envolvidas na

fermentagao alcodlica, como hexoquinases e desidrogenases (NEVES, 2003).

Um dos principais alvos do etanol nas células de levedura durante a fermentacao
alcodlica é a membrana plasmatica. Este composto interage com a regiao hidrofébica da
membrana, o que aumenta a polaridade da mesma e enfraquece as interacoes hidrofébicas.
Isso aumenta a fluidez e afeta o posicionamento das proteinas na membrana, com conse-
quente aumento da permeabilidade a fons e outros compostos existentes no meio. Além do
mais, com a perda da integridade da membrana plasmaética, o gradiente de concentragao
através da membrana é prejudicado (VIANA, 2009).
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2.3 Biorreatores

Biorreatores sao equipamentos utilizados desde a década de 1940 para producao de
enzimas, antibidticos e tratamento de efluentes. Nestes equipamentos ocorre uma reagao
quimica envolvendo agentes biolégicos, como bactérias e leveduras, células animais e
vegetais ou enzimas. Eles podem ser classificados de acordo com o modo de operacao em:
sistema em batelada, continuo e semicontinuo (SILVEIRA, 2006; FABREGA, 2012). A
Figura 6 mostra a configuragao de um reator, com seus principais componentes: agitador,

motor, sensores e trocadores de calor.

Entrada da — Motor
Alimentacao

Ligagao a fluidos de
aquecimento ou de
arrefecimento

Agitador

Figura 6 — Esquema de um reator encamisado, tipo tanque, ressaltando os componentes do
mesmo, tais como: agitador, motor, que é utilizado para movimentar o agitador, a
entrada da alimentagéo e o trocador de calor. Fonte: Adaptado de GONCALVES
(2014).

2.3.1 Biorreatores em batelada ou descontinuos

Também conhecidos como Batch Reactor, os reatores tipo tanque com agitadores,
onde nao possuem retirada de produtos e nem entrada de reagentes enquanto a reacao esté
acontecendo, ou seja, os reagentes sao inseridos no reator de uma sé vez, onde a reagao ira
ocorrer e, ao final do processo, os produtos sao retirados, também de uma s6 vez. Neste
tipo de biorreator, ha variacao da concentracao e da temperatura com o tempo, porém nao
com a posicao. Reatores em batelada sao utilizados, principalmente, para operagoes em
pequena escala ou para testes experimentais e para desenvolvimento de novos produtos ou
processos. O uso deste reator em larga escala torna-se inviavel pelo gasto de tempo com
processos de limpeza e esvaziamento do reator ao final de cada batelada (GONCALVES,
2014). Reatores que podem ser usados na fermentacao em batelada sao os reatores do tipo
Airlift e Coluna de bolhas (MULLER et al., 2007).
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2.3.1.1 Biorreator Airlift e Coluna de Bolhas

Os biorreatores Airlift (ARL) e Coluna de Bolhas s@o reatores pneumadticos, ou
seja, a agitacao é feita por meio da aeragao. Os biorreatores Airlift sao compostos por
duas zonas, chamadas de riser e downcomer, sendo que em uma delas hé dispersao de gés.
Como demonstrado na Figura 7, a movimentagao do fluido neste tipo de biorreator se da
pela diferenca de densidade causada pela injecao de ar na zona riser quando comparada
com a densidade da zona downcomer (KOCHEM, 2010).

.O - o .
e © /Downcomer
[ed * ° | O] 3
< (fluxo para baixo)
. o o o .
B I = Riser
- .
o ST. o (fluxo para cima)
L]
° o .|© o
[¢) .c ° .
OO|e . e
60 LI ° Z).
oA Aspersor de Gas
Gés — ,T . T.

Figura 7 — Esquema de um reator airlift. Fonte: Adaptado de CHISTI e MOO-YOUNG (1987).

Este reator é vastamente utilizado em processos industriais em batelada, uma vez
que ele promove maior transferéncia de massa comparado com reatores mecanicamente
agitados. Além disso, este tipo de reator confere menor cisalhamento, preservando a
integridade das células e tecidos e possui manutencao facil, barata e construcao simples
(CHEN, 1990; MULLER et al., 2007). A movimentagao do fluido no reator airlift se da
pela passagem das bolhas de gas, ou seja, pela aeragao, o que faz com que se elimine o
gasto de energia com agita¢io (KOCHEM, 2010).

Os reatores coluna de bolhas sao tanques cilindricos que possuem um distribuidor de
gas no fundo, conforme pode ser visto na Figura 8. Estes reatores sao vastamente utilizados
na industria, em processos bioldgicos, quimicos e petroquimicos (PEREIRA, 2012). Esta
vasta possibilidade de aplicagoes se da pelas inimeras vantagens oferecidas por este tipo
de biorreator, dentre elas destaca-se: baixo custo de operacao, pois estes biorreatores nao
possuem partes removiveis; apresentam boa caracteristica de transferéncia de calor e de
massa; pode-se usar solidos sem que haja problemas com erosao ou entupimento; possuem
elevado tempo de residéncia, podendo ser utilizados para reagoes lentas (SHAH et al.,
1982).

A principal vantagem dos reatores pneumaticos quando comparados com os reatores
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Figura 8 — Esquema de um reator coluna de bolhas. Fonte: Adaptado de Behin (2012).

de tanque agitado é que para estes ultimos, a energia para a movimentacao do fluido
é, prevalentemente, mecanica, ou seja, fornecida através das pas agitadoras. Por este
motivo, neste tipo de reator a tensao de cisalhamento é maior, principalmente préoximo dos
agitadores. Essa diferenca de cisalhamento expoe as células a diferentes condigoes dentro
do reator, o que pode causar danos na célula ou mudanca no metabolismo da mesma
(MERCHUK; CAMACHO, 1999).

A grande diferenca dos reatores airlift para os reatores coluna de bolhas é que, neste
ultimo, nao ha a divis@o em duas zonas e, no reator airlift uma melhor homogeneidade é
alcancada (KOCHEM, 2010).

2.3.2 Biorreatores continuos

Neste tipo de biorreator, a alimentacao é inserida continuamente no reator, ao passo
que o produto é retirado, também continuamente. As principais vantagens deste tipo de
operacao sao: reducao do tempo morto, ou seja, redugao no tempo utilizado para limpeza
e descarga do reator; possibilidade de associacao da fermentacao com outras operacoes
unitarias, como colunas cromatograficas e destiladores; menor necessidade de mao de obra
e possibilidade de implantacao de sistemas de controle mais sofisticados (SOUZA, 2009).
Como exemplo de biorreator com sistema continuo pode-se citar o biorreator continuo de
tanque agitado (SECO, S. D.).

2.3.2.1 Biorreator continuo de tanque agitado

No reator continuo de tanque agitado, CSTR (do Inglés, Continuous Stirred Tank

Reactor), também chamado de reator de mistura, as varidveis temperatura e concentragio
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sao as mesmas na saida do reator, bem como em qualquer outro ponto dentro do mesmo
(GONCALVES, 2014). O reator possui um agitador, que é responsavel por misturar os
reagentes para que a homogeneizacao seja atingida. Para este tipo de configuracao de
biorreator, normalmente, utiliza-se reatores em série, a fim de proporcionar altas taxas de
conversao de reagentes em produtos. A vantagem deste tipo de reator é a possibilidade
de se fazer o controle de temperatura de forma eficiente, porém, sao necessarios altos
volumes para que se obtenha altas conversoes (FABREGA, 2012). A Figura 9 mostra,
esquematicamente, um biorreator CSTR.

Alimentacio Uniformemente

1:-2 misturado

%
( \,/41

Produto

Figura 9 — Esquema de um reator de mistura, CSTR, composto por um tanque com agitador,
ressaltando os pontos de alimentacao e retirada dos produtos. Fonte: Adaptado de
FABREGA (2012).

2.3.3 Biorreatores semicontinuos

No processo semicontinuo, uma parte da cultura microbiana é retirada em intervalos
de tempo determinados e adiciona-se meio fresco ao sistema. A principal desvantagem
deste tipo de processo ¢ que a chance de contaminag¢ao é maior, uma vez que as operagoes
de retirada sao manuais. Além disso, ha também a chance de mutagdao dos microrganismos
envolvidos no processo, ja que o tempo de fermentacao é maior. Porém, como vantagem

principal, tem-se que nao hé tempo morto e nao se requer muito controle (SOUZA, 2009).
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3 Metodologia Experimental

3.1 Microrganismo

Utilizou-se S. cerevisiae (fermento bioldgico seco) da marca Fleischmann.

3.2 Condicdes de cultivo

Os cultivos foram conduzidos em biorreator Coluna de Bolhas com aeragao mantida

em 4 vvm durante seis horas. A temperatura utilizada foi de 29°C e o pH 5.

3.3 Cilculo da Concentracio Celular

Para o céalculo da concentragao celular foi necessario que se determinasse a massa
seca, para isso pesou-se o tubo falcon vazio e, em seguida, pesou-se o mesmo contendo o
pellet, apds secagem em estufa. Subtraiu-se os valores, obtendo-se a variacao da massa
(Am). Esse valor foi entao dividido pelo volume de amostra coletado (20 mL = 0,02 L),

conforme pode ser visto na Equacao 3.1.

m, — Mo Am

Clo/b) = Volume(L) ~0,02L (3:.1)

Onde C é a concentragao em g/L, m, e my sao as massas do tubo falcon com o pellet e

vazio, respectivamente, em g e Am é a variacao das massas, também em g.

3.4 Determinacdo da concentracio inicial de levedura

A fim de se determinar a melhor concentracao inicial de levedura, a cinética de
crescimento da S. cerevisiae em biorreator Coluna de Bolhas foi feita em duas condigdes: a
primeira utilizando-se a concentragao inicial de 2 g/L de levedura e a segunda utilizando-se
4 g/L.

3.4.1 Preparo do meio

Preparou-se 4 litros de meio de cultivo para cada experimento. Inicialmente,
higienizou-se o biorreator com dlcool 70%. Em seguida, com o auxilio de uma proveta,
adicionou-se 4 litros de dgua destilada ao biorreator. Pesou-se, em balanca analitica, os

demais constituintes do meio de cultivo: 5 g/L de glicose; 2,5 g/L de extrato de levedura
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(NaCl 0,5%, Nitrogénio amino 4,5 - 5,8%, Nitrogénio total 10,0 - 11,8%, pH 6,8 - 7,2 ¢
material seco minimo 94%); 1 g/L de KHyPO, e 1 g/L de (NHy)2SO4.

3.4.2 Monitoramento da Concentracao Celular

Apés preparado o meio, o mesmo foi colocado no biorreator. No tempo zero, retirou-
se 20 mL do meio de cultivo antes de inocular o microrganismo e, mais 20 mL logo
apos a inoculacao. Isto foi feito para garantir que nao havia matéria insoluvel e possivel
contaminac¢ao no meio de cultivo e, também, para determinar a concentragao inicial de

células. Estas etapas foram as mesmas para ambos os experimentos.

Em ambos os ensaios, retirou-se amostras, de 20 mL cada, do meio do cultivo,

inicialmente de meia em meia hora até a segunda hora e, em seguida, de hora em hora.

Apés retirados os 20 mL de amostra, esta foi centrifugada a 5000 rpm por 15 minutos.
Separou-se o sobrenadante do pellet. Este tltimo foi para a estufa a 80°C overnight para
secagem e posterior pesagem. O sobrenadante foi descartado, pois objetivava-se determinar
apenas a concentracao final de células. Apos determinada a massa seca em balanca analitica,
calculou-se a concentracao celular, que foi plotada em grafico do logaritmo da concentragao

versus o tempo de cultivo. Estas etapas foram repetidas para os dois ensaios.

3.5 Planejamento Experimental

A influéncia da concentracao de glicose e de extrato de levedura no crescimento
celular de S. cerevisiae foi determinada utilizando-se um planejamento 22 com duas
repeticoes no ponto central. Para tal, foram realizados 6 experimentos.

Cada uma das variaveis foi analisada em dois niveis: superior (4) e inferior (-). A
Tabela 4 mostra os valores dos niveis inferior, superior e dos pontos centrais, representados

por 0, utilizados no experimento.

Tabela 4 — Valores dos niveis inferior (-1), superior (4+1) e ponto central (0) utilizados para
execuc¢ao do planejamento experimental.

Variaveis -1 0 ++1

Concentracao de glicose (g/L) 2,0 5,0 8,0
Concentracao de extrato de levedura (g/L) 1,0 2,5 4,0

3.5.1 Preparo do meio

Preparou-se 4 litros de meio de cultivo, composto por: 1 g/L de KHyPOy, 1 g/L de
(NH4)2S04 e 2 g/L de levedura. Além destes componentes, o meio era, ainda, composto

por glicose e extrato de levedura (NaCl 0,5%, Nitrogénio amino 4,5-5,8%, Nitrogénio total
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10,0-11,8%, pH 6,8-7,2 e material seco minimo 94%), porém em composi¢ao varigvel. A
Tabela 5 apresenta as concentracoes utilizadas destes componentes para os respectivos
ensaios.

Tabela 5 — Concentragoes de glicose e extrato de levedura, em g/L, utilizadas para execugao do
planejamento experimental.

Concentragao (g/L)

Ensaios Glicose Extrato de levedura
1 2,0 () 1,0 (=)
2 8,0 (+) 1,0 (-)
3 2,0 (-) 4,0 (+)
4 8,0 (+) 4,0 (+)
5 5,0 (0) 2,5 (0)
6 5,0 (0) 2,5 (0)

3.5.2 Coleta das amostras

Apéds o meio ser acrescentado ao biorreator Coluna de Bolhas, retirou-se 20 mL
de amostra antes de inocular o microrganismo e logo apds a inoculagao para verificar se
havia sélidos e/ou contaminagao do meio e para determinacao da concentragao inicial de
células. Durante as duas primeiras horas de cultivo, retirou-se amostras de meia em meia
hora. Passadas as duas horas iniciais, as amostras foram retiradas de hora em hora até

completar 6 horas de cultivo.

As amostras retiradas foram centrifugadas a 5000 rpm por 15 minutos e o pellet
foi separado do sobrenadante e levado para secagem em estufa a 80°C overnight para
posterior pesagem.

Calculou-se, entao, a concentracao final de células e os dados obtidos foram utilizados
para do planejamento experimental.

Os experimentos foram realizados de maneira aleatoria e, a analise das condicoes

otimas, bem como a obtencao da superficie de resposta foi feita utilizando-se o software
Statistica 7.0.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Determinacdo da concentracao inicial de levedura

Sabe-se que maiores concentracgoes de levedura permitem maiores taxas de fer-
mentacao e maior controle sobre microrganismos contaminantes, porém, dependendo das
condigoes operacionais existe uma concentragao 6tima de levedura que permite maior

rendimento, seja em produto ou em concentracao celular (CAMILI, 2010).

A fim de se determinar qual a melhor concentrac@o inicial de levedura para a
realizacao do planejamento experimental, comparou-se a cinética de crescimento utilizando-
se duas concentragoes iniciais de levedura: uma menor (2 g/L) e outra maior (4 g/L). Os
valores da concentragao celular para a massa seca obtidos sao apresentados na Tabela 6.
A curva do log da concentracao de células versus tempo de cultivo, obtida para as duas
condigoes é apresentada na Figura 10.

Tabela 6 — Concentracao de células, em g/L, para os experimentos 1 e 2, em que utilizou-se,
respectivamente, 2 g/L e 4 g/L de levedura.

Concentragao de células (g/L)

Tempo (h) Experimento 1 Experimento 2
0 1,02 2,62
0,5 1,03 2,82
1 1,35 2,83
1,5 1,42 2,91
2 1,52 2,99
3 1,84 3,24
4 2,26 3,43
5 2,49 3,54
6 2,58 3,65

Pela andlise da Tabela 6 e da Figura 10, nota-se que, com o passar do tempo a

concentracao de células no meio aumentou, conforme era esperado.

Apés 6 horas de cultivo, tempo previamente padronizado, o Experimento 1 apresen-
tou maior aumento de biomassa. Isto porque, neste experimento, obteve-se uma concentra-
¢ao celular final 2,53 vezes maior que a concentrac¢ao inicial, ao passo que no Experimento

2 esse aumento foi de 1,39 vezes.

Isto pode ser explicado pois, em concentragoes maiores de levedura, a energia de
manutengao ¢ maior, ou seja, o consumo de glicose para manter as células vivas é maior,
isto resulta em maior competicao das células pelo substrato e nutrientes do meio. Visto que
uma mesma concentracao de glicose foi usada para ambos os experimentos (5 g/L), sendo

assim, para o experimento 2, em que utilizou-se 4 g/L de S. cerevisiae houve competigao
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Figura 10 — Curvas do log da concentracao celular versus tempo de cultivo, em horas, para a ci-
nética de crescimento da S. cerevisiae para as duas condigbes, onde no Experimento
1 utilizou-se 2 g/L de levedura e no Experimento 2, 4 g/L.

das células pela fonte de carbono, o que causou repressao do crescimento da levedura

presente no meio, uma vez que a disponibilidade de nutrientes para este caso era menor.

A levedura S. cerevisiae ¢ um microrganismo que possui tempo de geragao curto
(SHAFAGHAT et al., 2010). Diante disso, o tempo de cultivo foi escolhido e padronizado
como 6 horas pois, para a levedura seca adquirida comercialmente, a fase exponencial
situa-se em torno de 6 a 8 horas, menor que para as leveduras na forma tmida (fermento
fresco). Isto porque nestas ultimas hd uma maior quantidade de contaminantes, como
Lactobacillus sp., o que pode reprimir o crescimento celular leveduriforme através da
competicao entre as células ou através da inducdo de floculagao da levedura (CAMILI,
2010). Além do mais, a levedura da marca Fleischmann j& estava na fase logaritmica de
crescimento, nao exibindo a fase lag ou exibindo uma fase de adaptagdao muito curta,
situacao que pode ser vista na Figura 10. Esta condicao foi comprovada pelo fabricante do
produto, o qual diz que o tempo minimo médio para o inicio da ac¢ao, ou seja, tempo de
reativagao do microrganismo é de aproximadamente 20 minutos.

Diante disso, a concentragao inicial de levedura escolhida e utilizada para a realizagao

do planejamento experimental foi de 2 g/L.

4.2 Planejamento Experimental

O acompanhamento do aumento da concentracao celular para os 6 ensaios pode
ser visto na Figura 11, onde observa-se que a concentracao celular aumentou com o passar
do tempo ¢, a maior concentragao celular, em g/L, obtida foi para o tempo de 6 horas

de cultivo. Por este motivo, utilizou-se as concentragoes deste tempo para a execugao
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do planejamento experimental. Porém, nota-se que, de 5 para 6 horas o aumento da
concentracgao celular foi pouco expressivo, mostrando que, provavelmente, a levedura ja
estava entrando na fase estacionaria, condicao causada pelo esgotamento dos nutrientes no

meio de cultivo.

3
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Figura 11 — Acompanhamento do crescimento celular de S. cerevisiae em biorreator coluna de
bolhas para os 6 ensaios do planejamento experimental, em que o tempo de cultivo
foi de 6 horas. Onde G é a concentragao de glicose (g/L) e EL é a concentragao de
extrato de levedura (g/L).

Pela andlise da Figura 11, nota-se que alguns experimentos possuiam concentragao
celular inicial baixa, porém atingiram uma maior concentracao final apds as 6 horas de
cultivo, como pode ser visto para o caso dos experimentos 4 e 5, por exemplo. Ao passo
que alguns experimentos tiveram uma concentracao inicial maior, porém a concentrac¢ao
final nao apresentou um aumento tao grande, como é o caso do experimento 1. Diante
disso, utilizou-se além da concentragao final de células, a razao da concentragao final pela

inicial como variavel resposta.

O efeito das variaveis concentracao de glicose e concentracao de extrato de levedura
nas variaveis resposta, concentragao celular (massa seca), e razao da concentragao final e
inicial, foi investigado utilizando-se um planejamento fatorial 2° com duas repeticoes no
ponto central, conforme pode ser observado na matriz experimental mostrada na Tabela 7.
Observando-se as concentracoes iniciais e finais de levedura, nota-se que a levedura foi

capaz de crescer em todas as condicoes estudadas.

As concentragoes celulares finais variaram entre 1,92 a 2,85 g/L, com aumento de
concentragao de 1,33 e 2,66 vezes, respectivamente. Os maiores valores de concentragao
celular final foram obtidos quando utilizou-se um excesso de glicose (ensaios 2 e 4). Ja as
menores concentracoes foram obtidas quando utilizou-se uma menor concentracgao inicial

de glicose, independente de se utilizar maior ou menor concentracao de extrato de levedura
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Tabela 7 — Matriz experimental para os niveis codificados das varidveis independentes
"concentracao de glicose” e "concentracao de extrato de levedura” e valores da
concentragao inicial (g/L) para cada ensaio, bem como os valores obtidos para a
concentragao celular final apés 6 horas de cultivo de S. cerevisiae em biorreator
Coluna de Bolhas.

Extrato de Concentragao Concentragao

Ensaio  Glicose Levedura Inicial (g/L) Final (g/L) Cx/Cxo
1 ~ _ 1,44 1,02 1,33
2 + — 1,26 2,69 2,13
3 - + 1,75 2,17 1,24
4 + + 1,07 2,85 2,66
5 0 0 1,02 2,58 2,53
6 0 0 1,08 2,60 2,41

Onde C,/Cyo representa a razao da concentracao final de levedura, em massa seca, pela
concentracao inicial.

(ensaios 1 e 3). O mesmo pode ser observado analisando-se a razao da concentracdo
final pela concentracao inicial de levedura, onde pela andlise da Tabela 7, nota-se que a
maior razao foi para o excesso de glicose, ao passo que, a menor razao foi para a menor

concentracao de glicose.

O efeito das varidveis independentes e de suas interagoes nas varidveis resposta
foi analisado utilizando-se o software Statistica 7.0 e os resultados obtidos podem ser
observados na Tabela 8, que apresenta os efeitos, a estimativa do erro-padrao, os valores

de p e o teste t-Student.

Tabela 8 — Estimativa dos efeitos, valores de t e p e erros-padrao.

Variaveis Efeitos Erro-Padrao t-Valores P
Média 2,468 0,0609 40,484 0,00061
Glicose 0,725 0,1493 4,855 0,0399
Extrato de Levedura 0,205 0,1493 1,373 0,3035
Glicose e Extrato de Levedura  -0,045 0,1493 -0,301 0,7916

Pela andlise da Tabela 8, nota-se que apenas a concentragao de glicose foi estatisti-
camente significativa, pois apresentou um valor de p<0,05. A concentragao de extrato de
levedura nao possuiu significancia estatistica, uma vez que seu valor de p obtido foi de
0,3035 (p>0,05), o mesmo foi observado para a interagao entre as variaveis concentracao
de glicose e de extrato de levedura, onde obteve-se um valor de p igual a 0,7916. Esta

situagao pode ser ainda observada pela andlise do grafico de Pareto, apresentado na Figura
12.

Conforme a concentracao de glicose no meio de cultivo aumenta, o crescimento
celular também aumenta, resultado este que esta de acordo com os resultados obtidos

por Wang, Cooney e Wang (1979), que estudaram o crescimento da levedura comercial S.
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(1)Concentragdo de Glicose (g/L)

(2)Concentragdo de Ext. de Levedura (g/L) 1,372653

1by2

p=,05

Figura 12 — Grafico de Pareto, obtido através do software Statistica 7.0, para as concentracoes
de glicose e de extrato de levedura e a interacao entre elas.

cerevisiae utilizando um sistema de controle por computador. Este aumento celular se da
quando tem-se uma maior concentracao de glicose no meio, pois esta é a principal fonte
de carbono para o microrganismo. O carbono, por sua vez, é o constituinte do esqueleto
molecular de inimeros compostos organicos, como proteinas, lipideos e carboidratos,

moléculas essenciais para o desenvolvimento celular.

Wang, Cooney e Wang (1979) ressaltam ainda a importancia de se manter a
concentragao de acucar alta o suficiente para promover o aumento de biomassa e baixa
o suficiente para evitar o efeito Crabtree, em que, mesmo em condices de aerobiose, o
metabolismo da levedura passa a ser fermentativo, pois a glicose em altas concentragoes
inibe a sintese das enzimas envolvidas na via glicolitica. Esta concentragao ideal de agticar
para o aumento de biomassa e para a producao de etanol é alcancada, na maioria das vezes,
de maneira empirica, uma vez que fatores como a linhagem da levedura utilizada influencia
no processo. Neste contexto, Coppella e Dhurjati (1989), afirmam que em fermentagoes

em batelada a concentracao inicial de glicose deve estar em torno de 10 e 30 g/L.

Um aumento no crescimento celular de S. cerevisiae ao se aumentar a concentracao
de glicose (de 15 para 35 g/L), também foi obtido por Shafaghat et al. (2010), onde o
crescimento méximo observado foi ao se utilizar a maior concentracao de agicar (35 g/L).
Este aumento de biomassa pode ser explicado pois, o catabolismo de moléculas

de glicose em aerobiose (via respiratdria) produz 38 moléculas de ATP, molécula de
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armazenamento de energia. A conversdo de moléculas de ATP em ADP e P; (fosfato
inorganico) provoca a liberagao de energia para as atividades metabdlicas celulares, como
por exemplo, a sintese de proteinas e de lipideos, multiplicacao celular e eliminagao de

compostos toxicos pelas células.

No que diz respeito ao resultado para a concentracao de extrato de levedura,
obteve-se que este composto nao possuiu significancia estatistica para o processo. Isto
quer dizer que, o fato de se trabalhar com uma maior ou uma menor concentragao deste
composto nao afeta diretamente o crescimento da S. cerevisiae. Extrato de levedura foi
a principal fonte de nitrogénio para o microrganismo, uma vez que a concentragao de

(NH4)2SO4 permaneceu constante para todos os ensaios.

Mendes-Ferreira, Mendes-Faia ¢ Leao (2004) observaram que o aumento na con-
centragao inicial de nitrogénio nao afetava o crescimento da S. cerevisiae, o que estd em
consonancia com o resultado obtido. Porém, ao compararem a cinética do consumo de
glicose com a de nitrogénio, eles notaram que a capacidade da levedura de quebrar agicares
aumenta quando ha nitrogénio disponivel no meio de cultura. Este estudo comprovou,
entao, que a existéncia de uma fonte de nitrogénio no meio de cultivo é necessaria. Uma
hipétese para isso esta baseada na ideia de que na auséncia de nitrogénio muitas proteinas
sao degradadas, dentre elas destaca-se as transportadoras de glicose, assim, menos glicose

é transportada para o meio intracelular, logo, menos moléculas deste composto serao
degradadas (LUCERO; MORENO; LAGUNAS, 2002).

D’Amato et al. (2006) ao estudar o efeito da concentragao de glicose, temperatura e
amoOnia como fonte de nitrogénio, observaram que as maiores taxas de crescimento celular

foram em menores concentracoes de nitrogénio.

J& Denchev, Shopova e Pepeliasheva (1998) por sua vez observaram que, quando a
concentracao de nitrogénio era igual a 1 g/L havia aumento de biomassa, porém, quando
essa concentragao foi aumentada para 1,5 g/L nao observou-se aumento de biomassa celular

significativo quando comparado com a condi¢ao inicial.

Pode-se, portanto, inferir que o nitrogénio embora seja necessario para o crescimento
celular, principalmente porque ele é constituinte de proteinas e nucleotideos, ele nao
¢ considerado um substrato que limita o crescimento, ou seja, é necessario que este
componente esteja presente no meio de cultivo, mas o fato de ele estar em alta ou baixa

concentracao nao influenciara diretamente o crescimento microbiano.

Este fato pode ser comprovado observando-se a Tabela 7, onde para o ensaio 1,
em que a concentragao de extrato de levedura foi a menor (1 g/L), obteve-se um menor
crescimento celular (1,92 g/L). Porém, no ensaio 3, em que utilizou-se 4 g/L de extrato de
levedura obteve-se um aumento na concentragao celular (2,17 g/L). Isto quer dizer que
para o experimento 1 obteve-se um aumento da concentragao celular de 1,3 vezes e no

experimento 3 esse aumento foi 1,24 vezes, o que mostra que utilizar concentragoes altas ou
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baixas de extrato de levedura praticamente nao influenciou no crescimento leveduriforme.

O modelo matematico de primeira ordem obtido para a concentracao celular,
considerando todos os termos analisados (concentracao celular, concentragao de glicose, de

extrato de levedura e a interacao entre essas ultimas) é apresentado na Equacao 4.1.

Z = 2,4683 + 0, 3625z + 0, 1025y — 0, 0225xy (4.1)

Onde Z é a concentracao celular (g/L) e = e y representam, respectivamente, a concentragao
de glicose e de extrato de levedura (g/L).

A validade dos resultados foi comprovada realizando-se a analise de variancia
(ANOVA), apresentada na Tabela 9, obtendo-se um coeficiente de correlacio (R?) de
0,92738, o que indica que o modelo possui 92,738% de variabilidade nos dados. Com este
valor de R2, pode-se dizer que o modelo matemético ¢ confidvel. Quanto mais préximo de 1
for o valor de R?, melhor o modelo se adequa aos dados experimentais e menor ¢ a distancia
entre os valores preditos e observados. A significancia dos resultados obtidos também foi
confirmada pelo valor do teste F calculado, que foi 19,156, que é apriximadamente 2 vezes

maior que o valor de F tabelado (F(23) = 9,55), com intervalo de confiancia de 5%.

Tabela 9 — Anélise de variancia (ANOVA) para o crescimento celular de S. cerevisiae em cultivo
de 6 horas em biorreator Coluna de Bolhas.

Soma Graus de Soma

Variaveis Quadrdtica Liberdade Média P
Glicose 0,5256 1 0,5256 23,5662 0,0399
Extrato de Levedura 0,0420 1 0,0420 1,8842 0,3035
Glicose e Extrato de Levedura 0,0020 1 0,0020 0,0908 0,7916
Erro 0,0446 2 0,0223
Total 0,6143 5

A superficie de resposta, o grafico de contorno e o diagrama dos valores preditos
pelo modelo sao apresentados nas Figuras 13, 14 e 15, respectivamente. Pela analise destas
Figuras, nota-se que uma maior concentracao celular é obtida quando se trabalha com

maiores concentragoes de glicose (8 g/L) e de extrato de levedura (4 g/L).

Porém, ao se utilizar uma menor concentragao de extrato de levedura obteve-se
pouco aumento na concentracao final de células, o que indica que, a concentracao desta
substancia nao tem influéncia significativa no processo e que, desde que se trabalhe com
altas concentragoes de glicose, a concentracao de extrato de levedura nao influenciara o
crescimento celular. Isto pode ser observado analisando-se o diagrama dos valores preditos,
Figura 15, em que o maior valor obtido foi de 2,911 na condigao de (+,+), porém, na
condigao de (+,-) obteve-se um valor apenas 0,16 vezes menor, o que representa um

aumento pouco significativo.
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Este fato pode ser comprovado quando se analisa trabalhos realizados por outros
autores, como Ghorbani et al. (2008), Vicente, Dluhy e Teixeira (1999) e Shafaghat et al.
(2010), em que a concentragao de extrato de levedura utilizada no meio de cultivo para

crescimento e aumento de biomassa da levedura S. cerevisiae foi padronizado como sendo
1 g/L.

NS

Figura 13 — Superficie de resposta para a concentragao celular da levedura S. cerevisiae (Cy),
concentragao de glicose e de extrato de levedura, em g/L, descrita pelo modelo
matemaético da Equacgao 4.1.
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Figura 14 — Grafico de contorno para a concentracao de glicose e concentracao de extrato de
levedura, em g/L, obtido a partir do m modelo matematico descrito pela Equagao
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Figura 15 — Diagrama dos valores preditos pelo modelo apresentado na Equacao 4.1, em que o
nivel superior (+) corresponde a 8 g/L de glicose e 4 g/L de extrato de levedura e
o nivel inferior (—) corresponde & 2 g/L de glicose e 1 g/L de extrato de levedura.
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5 Consideracoes Finais

Neste estudo, objetivou-se avaliar a influéncia das variaveis concentragao de glicose
e concentracao de extrato de levedura no crescimento celular de S. cerevisiae. Sabe-se que,
além destas variaveis, fatores como pH, temperatura e aeracao também influenciam no
processo, o que pode ser tema para trabalhos futuros. Diante disso, tais fatores foram
fixados em: pH 5, temperatura em torno de 29°C e aeracao de 4 vvm, de acordo com dados

encontrados na literatura.

Como resultados, obteve-se que uma maior concentragao de glicose (8 g/L) favorece
um maior aumento de biomassa, isto porque a glicose ¢ a principal fonte de carbono e sua
quebra gera energia para as atividades metabdlicas. Ja a variavel concentracao de extrato
de levedura (principal fonte de nitrogénio) nao possuiu significancia estatistica no processo,
observando-se que pode-se trabalhar tanto na regiao de mais quanto na regiao de menos.

Tais resultados obtidos estao em consonancia com dados apresentados na literatura.

A validade dos resultados foi comprovada através da analise de variancia e do
cocficiente de correlacdo, em que obteve-se um valor de R? igual a 0,92738 ¢ um valor de

F de 19,156, 2 vezes maior que o valor de F tabelado.
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