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Resumo

A levedura Saccharomyces cerevisiae vem sendo submetida a diferentes condi¢des de cultivo
a fim de se obter um melhor crescimento celular e uma maior produg¢do de produtos de
interesse. Deste modo, vem sendo utilizada cada vez mais a otimizagdo das condi¢des de
cultivo para a levedura Saccharomyces cerevisiae, cuja finalidade ¢ de agregar um alto valor
comercial. O planejamento experimental e as andlises estatisticas surgem como uma
ferramenta importante para alcancar modelos otimizados do processo. Esse trabalho teve
como objetivo o estudo das varidveis operacionais na otimizacdo de meio de cultivo da
levedura Saccharomyces cerevisiae através da metodologia de superficie de resposta
utilizando-se um planejamento fatorial 2° e duplicata no ponto central. As varidveis
independentes foram: concentragdo inicial de glicose de (3; 5 e 8g/L) e diferentes valores de
aeragoes de (2, 3 e 4 vvm). Com isso, as variaveis respostas foram: concentragdo celular em
massa em diferentes tempos de cultivo. Para determinar uma melhor cinética de crescimento
inicial da levedura foi feito dois cultivos de 6 horas cada, utilizando-se 2 ¢ 4 g/L. de
Sacachomyces cerevisiae. Obteve-se maior crescimento celular ao se utilizar o cultivo com
2g/L de levedura. Para o trabalho em questao analisou-se a concentragdo celular nos pontos de
4 e 6 horas de cultivo que ¢ onde chega a fase estacionaria de cultivo. A partir dos resultados,
obteve-se que no ponto de 4 horas nao teve significancia estatistica, no que diz respeito a
glicose e aeragdo. Ja no ponto de 6 horas, obteve-se que a concentracdo de glicose foi a
varidvel estatisticamente significativa, sendo que a maior concentragao celular obtida foi ao se
utilizar 8 g/L de concentragdo de glicose. O ponto de maior significancia estatistica foi o

ponto de 6 horas que obteve-se um coeficiente de correlagdo (R?) de 0,97807.

Palavras-chaves: Otimizagdo, Saccharomyces cerevisiae, Concentragao de glicose, Aeragao,

Concentragdo Celular.



Abstract

Saccharomyces cerevisiae yeast has been submitted to different cultivation conditions in order
to obtain better cell growth and higher yield of products of interest. In this way, the
optimization of the cultivation conditions for the Saccharomyces cerevisiae yeast has been
increasingly used, whose purpose is to add a high commercial value. Experimental planning
and statistical analysis appear as an important tool for achieving optimized process models.
The objective of this experiment was to study the operational variables in the optimization of
the yeast Saccharomyces cerevisiae cultivation using the response surface methodology also
using a factorial planning 22 and duplicate in the central point. The independent variables
were: initial glucose concentration of (3; 5 and 8g / L) and different values of aerations (2, 3
and 4 vvm). With this, the responses variables were: mass cellular concentration at different
cultivation times. To determine a better initial kinetics of yeast growth two cultivations of 6
hours each were made using 2 and 4 g/ L Saccharomyces cerevisiae. Greater cell growth was
obtained by using the cultivation with 2g / L of yeast. For this experiment in question, the cell
concentration was analyzed at the 4 and 6 hour cultivations points, which the stationary
cultivation stage arrives. From the results was obtained that in the point of 4 hours did not
have statistical significance, regarding to glucose and aeration. At the 6-hour point, the
glucose concentration was the statistically significant variable, and the highest concentration
was obtained when using 8 g / L of glucose concentration. The point of greatest statistical

significance was obtained a correlation coefficient (R?) of 0, 97807 at the point of 6 hours.

Keywords: Optimization, Saccharomyces cerevisiae, Glucose Concentration, Aeration, Cell

Concentration.
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1 INTRODUCAO

Saccharomyces cerevisiae ¢ uma levedura aerdbia facultativa, no qual os produtos
finais do metabolismo do aglcar dependerdo das condicdes ambientais em que o
microrganismo se encontra. Portanto, em aerobiose, o agiicar ¢ metabolizado em CO; e 4gua,
lesionado de um grande crescimento em biomassa, enquanto que, em anaerobiose, a maioria
da fonte de carbono, ¢ convertida em etanol e CO,, ocasionando na fermentagdo alcoodlica
(LIMA et al., 2001).

A espécie S. cerevisiae vem sendo utilizada desde milhares de anos atris na
panificagdo e produgdo de bebidas alcodlicas fermentadas. Hoje em dia, ela vem sendo
amplamente empregada na produc¢do de bioetanol. A manipulacdo genética de cepas de
levedura permite a obten¢ao de cepas especificas para a producdo de substancias de alto valor
comercial. Devido a essas aplicacdes, ela também se destaca pelo seu uso como organismo
modelo para desenvolvimento de pesquisas laboratoriais, bem como na produgdo de proteinas
heterdlogas. Sao diversas as possibilidades de aplicagdes dessa levedura, com isso confirma a
importancia que este organismo possui, tanto para a industria quanto para a pesquisa (LIMA
etal., 2013).

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

Os microrganismos em geral possuem uma faixa de valores de determinadas variaveis
(pH, temperatura) em que seu desenvolvimento e produgdo de substancias, como proteinas, &
otimizado. Diante disso, técnicas de otimizacdo de meio de cultivo de S. cerevisiae utilizando
a metodologia de planejamento experimental sdo importantes, pois, concebem economia e
redugdo significativa no tempo do processo, além de melhorarem o rendimento em produto
(VICENTE; DLUHY; TEIXEIRA, 1999).

Com a crescente busca pela automacao dos processos visando a reducdo de custos e
tempo e ao mesmo tempo maximizar rendimento e qualidade dos produtos, a procura de
modelos que descrevam o mais precisamente o crescimento dos microrganismos num
biorreator ¢ fundamental para que possam ser implementadas estratégias de controle eficazes.
A monitoragao pode ser entendida de forma simples como a aquisi¢do de dados para melhora
da capacidade de acompanhamento das varidveis de um dado sistema produtivo,

principalmente acompanhamento das varidveis criticas do processo.
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Devido a necessidade em relacdo a otimizagao de produtos e processos com o objetivo
de minimizar custos e tempo € ao mesmo tempo maximizar rendimento e qualidade dos
produtos, varios autores tém relatado experimentos utilizando a metodologia de superficie de
resposta obtida planejamento experimental (RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Me¢étodos de superficie de resposta sdo usados para determinar a relagdo entre os
fatores/parametros de um experimento por meio de uma expressdo matematica. Um desenho
fatorial € usualmente aplicado para determinar os fatores significativos a um experimento, €
geralmente mostra uma curvatura na superficie de resposta. Superficies de resposta sdo
também empregadas para obter as condigdes operacionais que promovam resultados 6timos
em um experimento (KAYMAZ; MCMAHON, 2005; PAVAN et al., 2007).

A técnica de Planejamento Experimental tem sido utilizada muito atualmente, pelo
fato dos 6timos resultados obtidos tais como: a reducdo no tempo total do processo, com
consequente redugdo no custo; melhoria no rendimento e na qualidade do produto final;
melhor concordancia entre os valores obtidos e valores desejado e reducdo da variacdo do
processo, sendo que, utiliza-se uma faixa consideravel e previamente conhecida de variacao
dos fatores. Além disso, o planejamento experimental indica o grau de interacdo entre as
variaveis envolvidas no processo, e por fim permite calcular o erro experimental,
minimizando o numero de experimentos a serem realizados (CALADO; MONTGOMERY,
2003).

Existem varias técnicas de planejamento experimental disponiveis atualmente e a
escolha de qual técnica utilizar depende do processo a ser monitorado. Por exemplo, quando
tem-se 2 ou 3 varidveis a serem controladas e dois niveis, recomenda-se o uso do
delineamento composto central rotacional (DCCR). Este método de planejamento ¢ um dos
mais populares para modelos de até segunda ordem e ¢ utilizado para o estudo de superficies
de resposta. O delineamento composto central rotacional ¢ constituido por trés partes: axial,
fatorial e pontos centrais. Uma vantagem que esta metodologia de planejamento apresenta ¢
um menor numero de experimentos a serem realizados quando comparada aos métodos de
planejamento completo (MONTGOMERY, 2013; RODRIGUES; IEMMA, 2009).

Com base no exposto, o presente estudo apresenta uma breve revisdo sobre a espécie
S. cerevisiae. Apresenta também uma discuss@o sobre as técnicas de Planejamento
Experimental acessiveis atualmente, destacando suas principais caracteristicas e diferencas
entre cada uma delas e sobre biorreatores, destacando a classificagdo dos mesmos com base
no funcionamento de cada. E por fim, apresenta-se a metodologia utilizada e os resultados

obtidos para a otimizag¢do de meio de cultivo em biorreator Coluna de Bolhas para a levedura
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S. cerevisiae ao se analisar o crescimento deste microrganismo em diferentes concentragdes

de glicose e diferentes valores de aeragdes.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Empregar a técnica de Planejamento Experimental para otimizagdo das condigdes de

cultivo da levedura S. cerevisiae em biorreator Coluna de Bolhas.

2.2 Objetivos Especificos

e Realizar uma revisdo bibliografica das principais varidveis que influenciam o processo
fermentativo;

o Empregar a metodologia de Planejamento Experimental 2° para determinar a agio das
variaveis concentragdo de glicose e aeracdo nas varidveis resposta;

e Determinar a associagdo entre as varidveis concentracdo de glicose e aeragao;

e Determinar a condigdo 6tima de cultivo de S. cerevisiae.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Saccharomyces cerevisiae

3.1.1 Caracteristicas

As células de levedura apresentam normalmente uma forma oval, com tamanhos
compreendidos entre 4-8 mm x 5-18 mm. A caracterizagdo dos componentes celulares
compreende mais de doze microestruturas, com destaque para a parede celular, membrana
citoplasmatica, reticulo endoplasmatico, mitocondrias, ribossomo, nucleo, vacuolos e
inclusdes diversas como glicogénio, lipideos e pigmentos (FERREIRA, 1995).

Os componentes celulares compreendem mais de doze microestruturas, destacando a
parede celular, membrana citoplasmatica, reticulo endoplasmatico, mitocondrias, ribossomo,
nucleo, vacuolos e inclusdes diversas como glicogénio, lipideos e pigmentos (FERREIRA,

1995). A Tabela 1 mostra a composi¢ao média da célula de levedura, sendo o teor de agua
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aproximadamente de 70%. O restante do teor de levedura ¢ constituido de proteinas,

carboidratos, lipideos e cinzas (POSTEN; COONEY, 1991).

Tabela 1: Composicao média da célula de fermento (%)

Componente Proporcao (%)
Agua 70
Proteina 15
Carboidrato 10,5
Lipideos 1,5
Cinza 3

Fonte: Fleischmann (2004)

Na Figura 1, pode-se observar células de S. cerevisiae vistas sob microscopia
eletronica. As células de S. cerevisiae sdo elipticas e possuem aproximadamente 3 um de
diametro, possuem alta velocidade de crescimento (em condi¢des nutricionais normais, uma
célula é capaz de se dividir a cada 90 minutos) e sdo anaerobias facultativas, isto €, sdo
capazes de se adaptarem tanto a condigdes de aerobiose quanto de anaerobiose (SILVA,
2009). Em condigdes aerobias, a fonte de carbono, normalmente glicose, ¢ convertida em

agua e gas carbonico, ou seja, transformada em biomassa. J4 em condi¢cdes anaerdbias, fonte

de carbono ¢é convertida em gas carbdnico e etanol, através da fermentagdo alcodlica (LIMA

etal., 2013).

Figura 1: Células de S. cerevisiae vistas sob microscopia eletronica.

Fonte: GREGO (2011).
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A levedura S. cerevisiae ¢ considerada um microrganismo modelo metabdlico,
molecular e genético para eucariotos, pelo fato dessa levedura ser de facil manipulagdo, sdao
consideradas seguras e pelo fato do seu genoma conhecido, ou seja, sequenciado, com isso,
faz com que esse microorganismo seja utilizado no desenvolvimento de novos processos,
sendo cultivados em escala industrial. (MIGUEL, 2006).

A S. cerevisiae tém gerado, um alto interesse comercial, principalmente na produgio
de bioetanol, isso porque sdo capazes de sobreviver em ambientes que apresentem alta
concentragdo deste composto, caracteristica esta que ¢ dificilmente observada em outros
microrganismos. Essa levedura pode também ser utilizada na industria de alimentos,como na
panificagdo e produ¢do de bebidas (vinho, cerveja e cachaca) e na industria farmacéutica para

producdo de vacinas e proteinas (ALBUQUERQUE, 2007).

3.1.2 Respiracio celular

Para as leveduras obterem energia, utilizam tanto o processo fermentativo, quanto a
respiragdo. A energia obtida esta na forma de ATP (trifosfato de adenosina), que ao perder um
grupo fosfato se transforma em ADP, que, por sua vez, pode ser re-fosforilado. Com relagao
ao rendimento energético, a via respiratoria que acontece em condigdes aerobiose, ¢ mais
vantajosa para as leveduras, uma vez que, nesta via se produz 19 vezes mais ATP que na via
fermentativa, que acontece em condigdes em anaerobiose (CRUZ, 2015).

A respiragdo aerdbia € uma etapa essencial no processo de degradacdo das moléculas
organicas, mas quando as moléculas organicas inicial é reduzida a produtos que praticamente
ndo tem mais energia a liberar. A respirag@o aerobia ¢ muito mais eficiente que a fermentacao
em termos energéticos. Ha liberagdo de 38 moléculas de ATP para cada molécula de glicose
degradada, uma quantidade, portanto, dezenove vezes maior que a liberada na fermentagao.
De acordo com Souza (2009), as reagdes quimicas que representam as vias fermentativa e
respiratoria podem sao representadas assim:

Via Fermentativa
2Ce¢H 1,06 + 2P;+ 2ADP — 2C,HsOH + 2CO, + 2ATP + 2H,0
Via Respiratoria

2C6H1206 + 202 i 6C02 + 6H20 + 38ATP

A respiracdo aerdbia € um processo muito mais complexo que a fermentacdo. A
degradacdo da glicose na respiracdo celular ocorre em trés etapas fundamentais: glicélise,

ciclo de Krebs, cadeia respiratoria.
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Dependendo se um organismo ¢ aerobio ou anaerdbio, existem dois tipos de
respiragdo. Na respiracdo aerdbia o aceptor final de elétrons é o oxigénio. Na respiracao
anaerdbia o aceptor final de elétrons ¢ uma molécula inorganica que ndo o oxigénio molecular

ou raramente uma molécula organica (TORTORA et al., 2005; PEREIRA JR. et al., 2008).

3.1.3 Cinética de Crescimento

O estudo do crescimento de microrganismos consiste inicialmente na andlise da
evolucdo dos valores de concentragdo de um ou mais componentes do sistema de cultivo, em
funcdo do tempo de fermentagdo. Os componentes do sistema sdo constituidos pelos
microrganismos (biomassa), produtos de metabolismo (metabodlitos) e os nutrientes ou
substratos que compdem o meio de cultivo (HISS, 2001).

Apds o microrganismo ser inoculado em um meio de cultura favoravel ao seu
crescimento, sob temperatura controlada e agitacdo adequada, seu comportamento nos valores
de concentragdo celular variam com o passar do tempo.

O crescimento de microrganismo pode ser representado pela curva de crescimento,
apresentada na Figura 2, onde se tem as fases lag, exponencial, estaciondria e de morte celular

(MACHADO,1999).
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Figura 2: Curva da cinética de crescimento para microrganismo.

Fonte: Adaptado de WHITE, DRUMMOND e FUQUA (2011).

Inicialmente, tem-se a fase lag, que ocorre, normalmente, apds as células que estavam
em fase estacionaria serem transferidas para um novo meio. Esta fase pode ser considerada
uma fase de adaptacdo fisiologica das células antes do seu crescimento, e pode ocorrer por

diversos motivos, entre eles: tempo necessario para células se recuperarem da presenca de
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produtos toxicos (&cidos, bases ou dlcoois) e tempo necessario para sintese de enzimas e
coenzimas importantes para o metabolismo. A fase lag pode ser evitada se o indculo for
transferido para um meio de cultivo novo e com mesma composi¢do durante a fase
exponencial (WHITE; DRUMMOND; FUQUA, 2011).

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

J4 na fase estacionaria, as células param de crescer em fun¢do do esgotamento de
nutrientes, baixa concentragdo de oxigénio ou do acumulo de produtos toxicos no meio. Por
fim, tem-se a fase de declinio, onde acontece a morte celular devido a falta de energia celular
ou acdo de enzimas autodestrutivas (WHITE; DRUMMOND; FUQUA, 2011). Segundo
Shafaghat et al. (2010), a fase 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 apos 24 horas de cultivo.

3.1.4 Condigoes de Cultivo

Para o cultivo de microrganismos devem-se conhecer suas caracteristicas e
propriedades, para isto ¢ necessario determinar seu crescimento € monitorar suas conversoes.
Sao utilizados nutrientes como fonte de carbono, nitrogénio, enxofre, fosforo, oxigénio,
vitaminas e sais minerais (PEREIRA JR. et al., 2008).

Os meios de cultivo podem ser classificados em complexos ou quimicamente
definidos. Os meios complexos sdo aqueles cuja formulagdo 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 sdo ideais para a escala industrial, uma vez que,
s30 mais baratos. Ja os meios quimicamente definidos possuem sua formulagao conhecida e
reproduzivel, utilizando compostos puros, como por exemplo, glicose, sulfato de amoénio e
fosfato. Por isso, os mesmos sdo muito utilizados em pesquisas. Os meios quimicamente
definidos possuem fontes de cada nutriente essencial para o crescimento do microrganismo,
ao passo que, os meios complexos podem requerer a adi¢do de alguns elementos, como
magnésio, fésforo ou enxofre (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008).

Diversos meios de cultura podem ser utilizados para cultivar microrganismos, porém,
todos devem conter os nutrientes necessarios para o crescimento e propagacgao celular. Dentre

esses nutrientes pode-se citar: fonte de carbono e nitrogénio, coenzimas e cofatores,
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vitaminas, fosforo, enxofre, cobalto e zinco. Além disso, fatores como pH, temperatura e
agitacdo devem ser controlados a fim de que o metabolismo dos microrganismos seja

favorecido (PEREIRA; BON; FERRARA, 2008)

3.1.4.1 Temperatura

Considerando-se que a S. cerevisiae. ¢ uma levedura mesofilica, sua temperatura dtima
de crescimento estd compreendida entre 25 e 40°C (JUNIOR, 2013).

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
inferiores a 25°C provocam a diminui¢do da atividade da levedura, principalmente por meio

da inativag¢do de enzimas (SOUZA; MONTEIRO, 2012; CRUZ, 2015; JUNIOR, 2013).

3.1.4.2 pH

A faixa de pH 6tima para o crescimento leveduriforme estd compreendida entre 4 e
6.5, dependendo da temperatura e substrato utilizado (JAY, 2012).

Variagdes drasticas no pH causam alteragdes na estrutura da membrana celular, além
de alterar as cargas de proteinas envolvidas no metabolismo celular, o que causa uma
mudanc¢a na estrutura das mesmas, fazendo com que estas tenham sua atividade catalitica
reduzida ou até mesmo perdida (NEVES, 2003). Win, Impoolsup ¢ Noomhorm (1996),
determinaram, também, que o pH 6timo 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.

3.1.4.3 Agitacio e Aeracao

A aeracdo consiste na injecdo de gis oxigénio no reator, o que promove, também, a
agitacdo do meio, bem como melhora a transferéncia de calor e de massa (SOUZA;
MONTEIRO, 2012).

Em organismos facultativos como a S. cerevisiae, o oxigénio € necessario para o
crescimento do microrganismo, participando, assim, da geracdo de energia através da cadeia
respiratdria, uma vez que este gas € o aceptor final de elétrons na cadeia transportadora de

elétrons e, quando reduzido a agua, participa da reoxida¢do de coenzimas envolvidas na
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glicolise e permite a estocagem de energia através de moléculas de ATP (NEVES, 2003;
SOUZA; MONTEIRO, 2012).

Para que haja a oxidacdo de um mol de glicose, sdo necessarios seis moles de gas
oxigenio, 0 que mostra a importancia de se agitar e aerar processos fermentativos aerdbicos
(NEVES, 2003). Além do mais, a agitagdo mantém as células em suspensdo, diminuindo a
sedimentacdo das mesmas, aumentando, assim, o contato delas com o substrato (CAMILI,
2010).

Ao estudar os efeitos que as varidveis acucar total, nitrogénio e taxa de agitacdo
possuem sob a producdo de biomassa de S. cerevisiae, Ruiz, Guerra e Roses (2003) notaram
que o crescimento celular aumenta com o aumento da agitagdo, porém taxas de agitagdo muito
elevadas podem causar perda de viabilidade celular. Isto porque a agitacdo elevada pode

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

3.1.4.4 Composicao do meio de cultivo

Meios de cultivo devem conter todos 0os componentes necessarios para o crescimento
do microrganismo. A presenca de fontes de agucar (glicose) ¢ importante para a formagao de
biomassa e sintese de carboidratos, que servirdo como reserva energética para as células. O
nitrogénio, assim como o carbono, pode ser proveniente de diversas fontes, desde os
aminoacidos ¢ amonia até fontes mais complexas, como acidos nucléicos (MIGUEL, 2006).

O fosforo somente é absorvido na forma de KH,PO4 e participa da composi¢do dos
fosfolipideos de membrana e 4cidos nucléicos. Ja o enxofre ¢ o constituinte de aminoécidos e
algumas vitaminas e, geralmente, esta presente em meios de cultivo sob a forma de KH,POj-
ou (NH4)2SO,4. Os ions metélicos, 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. cerevisiae 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 agtcar, a
sintese de enzimas responsaveis por degradar outros aglcares ¢ inibida (NEVES, 2003;
ALBUQUERQUE, 2007).

Quando a concentragao de glicose no meio ¢é baixa, ocorre o aumento de biomassa, ou
seja, o crescimento € predominantemente oxidativo. J4 quando a concentragdo de glicose no
meio aumenta, o processo fermentativo passa a predominar, mesmo em condi¢des aerobias.

Isto porque, durante a fermentagdo ha a produ¢do de 2 moléculas de ATP, enquanto que na
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respiragdo sdo produzidas 38 moléculas, assim para obter energia suficiente para seu
metabolismo a levedura, durante a fermentagdo, precisa hidrolisar muito mais glicose que
durante a respiragdo. Este fendmeno ¢ chamado de Cabtree e ocorre, pois, a glicose provoca a
inibicdo da cadeia respiratoria e de enzimas envolvidas na via glicolitica, como
desidrogenases, provoca a inducdo de transportadores de glicose e repressdo de
transportadores € enzimas necessarias para o metabolismo de outros aglcares
(ALBUQUERQUE, 2007; LUCERO; MORENO; LAGUNAS, 2002).

Segundo Lucero, Moreno e Lagunas (2002), a limitagdo ou auséncia de fontes de
nitrogénio no meio de cultivo causa a inativacdo de transportadores de agucares. Isto ocorre
porque na auséncia deste composto, inimeras proteinas sdo 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 nitrogénio.

3.1.5 Fermentacao Alcodlica

A fermentacdo pode ser definida como um conjunto de reagdes controladas por
enzimas, onde libera energia através de uma molécula organica que ¢ degradada em
compostos mais simples. A glicose ¢ uma das substincias mais empregadas como
combustivel energético para a fermentagdo, porém proteinas e gorduras também podem ser
utilizadas. Para cada molécula de glicose degradada sao liberados 2ATP’s. Embora a maioria
dos seres vivos utilize a respiragdo como meio de obtencao de energia, as reagdes basicas da
glicolise estao acopladas ao processo respiratorio (SOUZA, 2009).

A Saccharomyces cerevisiae cresce em glicose por vias metabolicas diferentes, sendo
3 principais, dependendo das condigdes do meio de cultura. Quando ha alta concentragdo de
glicose ou quando ndo ha oxigénio ocorre a fermentagdo da glicose ou crescimento
fermentativo com produgdo de etanol e gas carbonico. Esta etapa apresenta um saldo de dois
moles de ATP por mol de glicose, sendo pouco eficiente (SOUZA. 2009).

A fermentagdo ocorre para que os microrganismos obtenham energia necessaria para
sua sobrevivéncia. Por meio da fermentacao alcodlica, a espécie S. cerevisiae oxida o aglicar a
fim de liberar energia necessaria para a manutengao de suas atividades metabdlicas, como por
exemplo, multiplicagdo e crescimento (SOUZA, 2009). A reacdo a seguir representa a
fermentagdo alcodlica, onde uma hexose, que pode ser glicose ou frutose, ¢ convertida em
etanol, gés carbonico e ATP (CRUZ, 2015).

2C¢H,06 — C,HsOH + 2CO, + 2ATP
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Durante a fermentagdo alcoodlica, agucares fermentesciveis, como a glicose, sdo
convertidos em etanol, produzindo, além deste composto, outras substancias, como por
exemplo, acetona, glicerol, alcoois superiores, acidos organicos, butilenoglicol e ésteres

(SOUZA; MONTEIRO, 2012; VIANA, 2009).

3.1.5.1 Fatores que afetam a fermentacio alcodlica

Existem diversos fatores que afetam a fermentacdo alcoodlica, podendo diminuir o
rendimento da fermentagdo pela interferéncia na atividade bioldgica da levedura, bem como
na sua estrutura celular. Dentre esses fatores, pode-se citar: pH, temperatura e concentragao

de etanol no meio (SOUZA; MONTEIRO,2012).

3.1.5.1.1 pH

Quando a fermentagdo acontece utilizando-se a espécie S. cerevesiae, o pH deve estar
em torno de 4,5. Uma vez que a maioria dos microrganismo possuem uma faixa estreita de pH
onde seu crescimento e formagdo de produtos sdo favorecidos, a faixa de pH 6tima para que a
fermentagdo alcodlica aconteca esta entre 4 e 5,5 (SOUZA;MONTEIRO,2012). Maiores
rendimentos de etanol sdo obtidos em meios mais acidos. Esta situacdo pode ser explicada
pelo fato de que, em pH 4cido, o aumento de biomassa da levedura € inibido, isto porque elas
irdo gastar mais energia para manter seu pH interno, que deve estar entre 5,8 e 6,9. A
contaminagdo bacteriana também ¢ inibida quando a fermentacdo se d4 em meios mais acidos

(CRUZ, 2015; SOUZA, 2009).

3.1.5.1.2 Temperatura

A temperatura ideal para a produgdo de etanol utilizando-se a levedura S. cerevisiae é
na faixa de 28 a 34°C. Durante a fermentagdo alcoodlica, quanto maior for a temperatura,
maior ¢ a velocidade de fermentacdo, porém, temperaturas acima de 35°C podem causar perda
de etanol por evaporagao, propiciar o crescimento de bactérias contaminantes e enfraquecer as
leveduras (SOUZA; MONTEIRO, 2012; CRUZ, 2015). Temperaturas inferiores a 25°C
provocam a diminuicdo da atividade da levedura, fazendo com que a fermentacdo seja mais
lenta. Fermentagdes conduzidas em temperaturas baixas enfraquece o surgimento de bactérias
e ainda faz com que as leveduras fiquem mais resistentes ao etanol no final do processo

(CRUZ, 2015; JUNIOR, 2013).



21

3.1.5.1.3 Concentracio de etanol no meio

Conforme a fermentagdo vai ocorrendo, o teor alcodlico do meio vai aumentando, o
que pode inibir a levedura fermentativa. Normalmente, a fermentacdo para quando a
concentragdo de etanol atinge a porcentagem de 11 - 12% (CAMILI, 2010). Este metabolito
secundario afeta a membrana plasmatica e causa a inibi¢do de enzimas envolvidas na
fermentagdo alcoolica, como por exemplo, hexoquinases e desidrogenases (NEVES, 2003).

Um dos principais alvos do etanol nas células de levedura durante a fermentacdo
alcodlica ¢ a membrana plasmatica. Este composto interage com a regido hidrofobica da
membrana, o que aumenta a polaridade da mesma e enfraquece as interacdes hidrofobicas.
Isso aumenta a fluidez e afeta o posicionamento das proteinas na membrana, com consequente
aumento da permeabilidade a fons e outros compostos existentes no meio. Além do mais, com
a perda da integridade da membrana plasmatica, o gradiente de concentragdo através da

membrana € prejudicado (VIANA, 2009).

3.2 Planejamento Experimental

O método de planejamento fatorial associado a analise por superficie de resposta € uma
técnica de otimizagdo que permite tratar grandes numeros de varidveis com um nimero
minimo de ensaios, economizando tempo e recursos financeiros. A vantagem de utilizar a
metodologia de planejamento experimental reside no fato de tornar possivel auferir
informagdes sobre o estado metabdlico do cultivo, detectar problemas e permitir acdes que
busquem as possiveis melhorias para o bioprocesso em estudo.

O planejamento experimental ¢ uma ferramenta essencial no desenvolvimento de novos
processos € no aprimoramento de processos em utilizacdo. Um planejamento adequado
permite, além do aprimoramento de processos, a redu¢do da variabilidade de resultados, a
reducdo de tempos de andlise e dos custos envolvidos. No que se refere ao projeto de
produtos, o planejamento experimental permite a avaliagdo e comparagdo de configuracdes
(projetos) distintas, avaliagdo do uso de materiais diversos, a escolha de parametros de projeto
adequados a uma ampla faixa de utilizagdo do produto e a otimizag¢do de seu desempenho.
Mais detalhes sobre planejamento de experimentos podem ser encontrados em RODRIGUES
e IEMMA (2005).

E essencial que o executor do planejamento tenha conhecimento técnico do processo.
Pelo fato que, para a execucao do planejamento experimental deve-se fazer testes, em que as

varidveis de entrada, sejam modificadas dentro de uma faixa consideravel. Apos a obtengao
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da resposta, pode-se relacionar qual a influéncia da variacdo de determinado fator na resposta
de interesse (TAHARA,2008).

Primeiro passo quando se realiza um planejamento experimental, deve-se, determinar
os fatores e as respostas de interesse que serdo analisados, tal como a faixa de variacdo dos
mesmos. Estes fatores, por sua vez, podem ser quantitativos, como temperatura, pH,
concentragdo e pressdo, ou qualitativos, como tipo de equipamento, tipo de catalisador e
operador que estd realizando o experimento (CALADO; MONTGOMERY,2003; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

A metodologia de planejamento experimental possui trés principios basicos, que sdo:
replicagdo, aleatoriedade e blocagem. O primeiro consiste em, durante a realizagdo do
experimento, se realizar réplicas. A realizagdo de experimentos com réplicas € importante
para a determinagdo do erro experimental. A aleatoriedade ¢ importante para o
desenvolvimento de métodos estatisticos, uma vez que, a partir deste principio, pode-se
determinar todas as relagcdes de maneira equilibrada dos fatores que ndo 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 (CALADO;
MONTGOMERY, 2003).

O ultimo principio é 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 ndo homogeneidade dos dados (CALADO;
MONTGOMERY, 2003).

A realizagdo das técnicas de planejamento experimental requer a execucao de uma
grande quantidade de cdlculos, o que torna necessario o uso de ferramentas computacionais de
analise estatistica que facilitem o desenvolvimento desta técnica. Para isto, existem softwares
que realizam todas as analises estatisticas necessarias para o desenvolvimento do
planejamento experimental, podendo-se citar: Minitab Statistical Software, Software Statistica
e Design Expert. Estes sofiwares realizam tarefas de estatistica basica, como testes de
hipdteses e intervalos de confianga; fazem calculos de regressao linear e analise de variancia,
graficos de superficie de resposta, planejamento fatorial, dentre outros (TAHARA, 2008).

Os planejamentos experimentais podem ser feitos utilizando uma grande gama de
delineamentos fatoriais. Wang et al, 2005, utilizou em seus estudos dois desses

delineamentos, o delineamento fatorial fracionado e o delineamento central composto
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rotacional (DCCR) para otimizacdo de meio de cultura para produgdo de acido clavulanico. O
objetivo de se trabalhar com um delineamento fracionado precedendo um DCCR foi obter um
menor numero de experimentos, pois inicialmente o autor contava com um total de seis
variaveis, e um delineamento completo, como o DCCR, ocasionaria na realizacdo de no
minimo 2° experimentos. Com a utilizagio do delineamento fracionado, o autor testou as
variaveis independentes em dois niveis, baixo (-) e alto (+), em um total de 16 experimentos e
obteve como resultado que apenas 3 variaveis apresentavam efeitos significativos. Essas 3
variaveis formam otimizadas utilizando o delineamento completo obtendo superficies de

respostas dp modelo de otimizacdo do meio de cultura, como pode ser observado na Figura 3.

Figura 3: Superficie de resposta da otimizagao do meio de cultura para produgao de acido

clavulanico.
Fonte: (WANG, et al 2003).

De acordo com o nimero de fatores a serem analisados, o planejamento de
experimentos pode ser classificado como: planejamento com um unico fator ou de fator

simples e planejamento fatorial ou de multiplos fatores (WANG; WAN, 2009).

3.2.1 Planejamento com Fator Unico

O planejamento com um fator unico tem uma grande vantagem que ¢ a facilidade de
operacdo e andlise dos resultados, uma vez que, analisa-se apenas um fator por vez. Todavia,
ele ndo leva em consideragdo a relagcdo entre os fatores, o que pode gerar respostas que nao
representam a condi¢ao 6tima, pelo fato que a interag@o entre as variaveis independentes pode
influenciar na variavel resposta. Porém este método ¢ demorado e trabalhoso, pois &,
necessario um grande numero de experimentos, principalmente, quando a quantidade de

variaveis € grande (WANG; WAN, 2009).
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Além disso, nesse método de planejamento experimental, os fatores sdo 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 concentragdo de glicose e a variavel
resposta € concentragdo celular. Entdo, ao se analisar a variavel pH todas as demais ficardo
fixas, ou seja, os niveis do fator pH serdo variados enquanto que os niveis dos demais fatores
permanecerdo constantes, € ndo haverd correlacdo de uma varidvel com outra. Encontrado o
valor 6timo da varidvel pH, esta é fixada e os demais fatores sdo analisados. Assim, este
método ndo determina, por exemplo, a interacdo dos fatores pH e concentragdo de glicose,
apenas determina a influéncia do fator pH na varidvel resposta (BOX; HUNTER; HUNTER,
2005).

3.2.2 Planejamento Fatorial

Neste planejamento, faz-se combinagdes entre os niveis de dois ou mais fatores. Como
por exemplo, tem-se que A e B sdo fatores e referem-se a concentracdo celular e pH. As
combinagdes podem ser obtidas da seguinte forma (RODRIGUES; IEMMA, 2009):

AB; AB;
A>B; A2B;

Com o planejamento fatorial é possivel descrever a interagdo entre os diferentes
fatores, além de ser mais facil de executar quando se tem grande nimero de varidveis de
entrada, quando comparado com o planejamento de um fator tinico (WANG; WAN, 2009).

O planejamento fatorial pode ser dividido em duas partes , planejamento fatorial

completo e planejamento fatorial fracionario (WANG; WAN, 2009).

3.2.2.1 Planejamento Fatorial Completo

Nesse planejamento todas as combinacdes de niveis de cada fator testada, como por
exemplo, K fatores cada qual com N niveis, assim tem o planejamento fatorial completo N*.
Ou seja, neste planejamento analisa-se uma varidvel sujeita a todas as combinagdes das
demais variaveis. (RODRIGUES; IEMMA, 2009; CALADO; MONTGOMERY, 2003;
WANG; WAN, 2009).

O planejamento fatorial completo mais utilizado € aquele que possui dois niveis, sendo
escrito como 2K. Quando se tem trés niveis, escreve-se 3K, e assim por diante (WANG;
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 quer evitar
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ao se fazer planejamentos experimentais (CALADO; MONTGOMERY, 2003; NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2001).

O numero de experimentos a serem realizados em um planejamento fatorial completo
aumenta exponencialmente com o aumento do nimero de fatores, o que torna o planejamento
fatorial completo invidvel. Isto porque, este aumento no nimero de experimentos gera
aumento do tempo gasto para a execucdo do processo, bem como, aumento no custo

(RODRIGUES; IEMMA, 2009).

3.2.2.2 Planejamento Fatorial Fracionario

Em um planejamento completo com quatro fatores, o nimero de ensaios a ser
realizados sdo de 2* = 16. Enquanto no planejamento fatorial fracionario deve-se fazer apenas
2! = 2° = 8 experimentos, no qual corresponde 4 meia-fragdo do planejamento fatorial
completo. Os dois niveis de valores para os fatores sdao representados pelos sinais (+) e (-),
esses sinais representam os valores maximos e minimos (CALADO; MONTGOMERY,
2003).

Segundo o autor Rodrigues (2009), para planejamento fatoriais fraciondrios, existe
uma regra que deve sempre ser seguida: "O nimero de experimentos realizados deve ser, no

minimo, igual ao namero de varidveis mais quatro".

3.2.2.3 Delineamento Composto Central Rotacional

O modelo de Delineamento Composto Central (DCC) foi introduzido em 1951, por
Box e Wilson. E um dos delineamentos para modelos de até segunda ordem mais utilizados
atualmente e foi proposto para o estudo de superficies de resposta. Este modelo ¢ composto
pelas partes: axial (@), central e cubica (fatorial). O total de combinagdes possiveis ¢ dado
pela Equacao 2.1. Como exemplo, tem-se um processo com dois fatores, A e B, a partir da
equacio 2.1, obtém-se que o nmiimero de tratamentos necessarios serd igual a nove (2% + 2x2 +
1 =9) (MENDON |CA, 2012).

Y=Kk*+ 2k +1 2.1)

Onde Y ¢ o niimero de ensaios e k ¢ o numero de fatores.

Existe também o Delineamento Composto Rotacional (DCCR) é recomendado quando
se tem dois a trés fatores. Quando o nimero de fatores é igual a quatro, pode-se fazer primeiro
um planejamento fraciondrio (2*') para investigagio da relagio entre as varidveis
independentes e a resposta e, em seguida um DCCR com trés ou dois fatores. J4 para cinco

variaveis, seria necessaria a realizagcdo de, pelo menos, 45 experimentos (25 + 2x5 + 3 = 45),
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0 que ¢ um numero significativamente alto e torna o DCCR inviavel (RODRIGUES;
[EMMA, 2009).

Este tipo de delineamento ¢ chamado rotacional porque as varidncias da resposta
dependem unicamente da distancia a ponto central. A rotacionalidade proporciona variancias
idénticas para pontos que estdo situados & uma mesma distancia do centro, independente da
dire¢do (MENDONCA, 2012; CONAGIN, 1982).

E possivel encontrar outros tipos de planejamentos experimentais na literatura, tal
como, planejamento Box- Behnken .

Planejamento de Box-Behnken desenvolveu um eficiente conjunto de planejamentos
de 3 niveis para modelar superficie de resposta de ordem 2. Seus planejamentos se diferem de
composicdo central pelo fato de conter apenas 3 niveis para cada fator e ndo ter pontos de
vértices. O planejamento ¢ feito fixando uma das variaveis em zero e um fatorial 2° ¢
executado com as outras duas varidveis. O experimento de Box-Behnken ¢ empregado quando
necessita-se utilizar fatores com 3 niveis (baixo, médio e alto), sendo uma boa alternativa para

os experimentos de composi¢do central (PORTAL, 2015).

3.2.3 Superficie de Resposta

A metodologia de superficie de resposta é muito utilizada para otimizagdo de
processos através da andlise grafica e para determinar os efeitos de varidveis no crescimento
celular. Esta metodologia consiste na obtengdo de um modelo, que pode ser de primeira
(modelo linear) ou de segunda ordem (modelo quadratico) e que é capaz de descrever a
superficie obtida (RIBEIRO; CATEN, 2011).

A superficie de resposta ¢ representada graficamente. Pode-se citar por exemplo, um
processo tem-se duas varidveis, temperatura, em °C, e pressdo, em psi, representadas por x; €
x,. Estas variaveis influenciam a variavel resposta, rendimento, representada por #, de um
processo quimico. Neste caso, tem-se que rendimento é uma fung¢do de temperatura x; e
pressao X, visto nas equagdes 2.2 e 2.3 a seguir (CALADO; MONTGOMERY, 2003).

y=f(x;,x)+e (2.2)
n = x) (2.3)

Onde que € corresponde ao erro.

Na Figura 4 a seguir representa a superficie de resposta para este caso citado acima,
onde pode-se notar a existéncia de contornos, cada um destes contornos corresponde a uma

altura na superficie de resposta (CALADO; MONTGOMERY, 2003).
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Figura 4: Superficie resposta para o processo quimico exemplo, em que os fatores sao:
temperatura (°C) e pressao (psi), representadas pelas variaveis x; € x,, respectivamente, ¢ a
variavel resposta ¢ rendimento ().

Fonte: MONTGOMERY (2013).

A fim de determinar as varidveis independentes que na maioria das vezes sdo
desconhecidas, deve-se determinar a relagdo matematica entre as variaveis. Neste caso, pode-
se utilizar polindmio, caso se a equacao de adequar bem ao modelo ¢ quando esta longe do
ponto 6timo. O modelo de primeira ordem ¢ apresentado na Equagdo 2.4 (CALADO;
MONTGOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2013).

Y =ﬁO +ﬁ])€] +ﬁ2)€2 +.. +ﬁnxn te (24)

Agora quando se tem uma curvatura no sistema, € uma vez que a regido do ponto
otimo foi encontrada, utiliza-se uma equacdo de segunda ordem ou quadratica, a fim de
determinar o ponto otimo. Utiliza a Equagdo 2.5 descrita abaixo (CALADO;
MONTGOMERY, 2003; MONTGOMERY, 2013).

Y = .BO+Z lﬁ]x]+2l<]ﬁl]xx] +Z 1.Bj]x t+ € (2.5)

3.3 Biorreatores

De acordo com Diaz (2011), biorreatores sdo recipientes utilizados para a realizagdo
de processos quimicos que envolve organismos ou substincias bioquimicamente ativas

derivadas desses organismos. Um biorreator também pode ser um recipiente usado para
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crescer células ou tecidos. Podem ser classificados como sistema em batelada, continuo e
semicontinuo. A Figura 5 mostra a configuracdo de um reator descontinuo, com seus

principais componentes.

Entrada da Motaor
Alimentacio

\ﬁfFT‘f

Ligagio a fluidos de
aquecimento ou de
arrefecimento

Agitador —

Figura 5: Esquema de um reator encamisado, tipo tanque, destacando seus principais
componentes, tais como: agitador, motor, entrada da alimentacdo e o trocador de calor.

Fonte: Adaptado de GONCALVES (2014).

Os biorreatores podem ser classificados de acordo com o modo de operagdo em:

sistema em batelada, continuo e semicontinuo.

3.3.1 Biorreatores em batelada ou descontinuos

E um tipo de reator tanque com agitagdo mecénica, que ndo permite a entrada nem a
saida de reagentes ou produtos durante o processamento da rea¢do. As varidveis como
temperatura e concentragdo ndo variam com a posi¢ao dentro dele, mas variam com o tempo.
E alimentado através de aberturas no topo. Os biorreatores em batelada sdo utilizados para
operagdes em pequena escala, sendo inviavel para grande produgdo devido ao alto custo de
mao de obra por batelada. Eles permitem a obtengao de altas convecgdes, deixando o reagente
no reator por longos periodos de tempo (GONCALVES, 2014).

Reatores que podem ser utilizados na fermentacdo em batelada sdo os reatores do tipo

Airlift e Coluna de bolhas (MULLER et al., 2007).
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3.3.1.1 Biorreator Airlift

Os biorreatores airlift s3o reatores pneumaticos, ou seja, a agitagdo ¢ feita pro meio da
aeragdo. E um sistema no qual as bolhas fazem um movimento especifico para que o liquido
circule de forma ordenada. . Na Figura 6 mostra um esquema de recirculagdo do biorreator

airlift.

Amostragem

Entrada de ar — T — Szida de ar
|

Folha d= vedegio

Bolhsas &= Arx

Pedra porosa

Figura 6: Esquema de biorreatores airlift com recirculagdo interna

Fonte: Adaptado de Chisti (1989).

O airlift ¢ bastante utilizado em processos industrias em batelada, pois ele promove
maior transferéncia de massa comparado com reatores mecanicamente agitados. Além disso,
este tipo de reator confere menor cisalhamento, conservando a integridade das células e
tecidos (CHEN, 1990; MULLER et al. 2007). Esse biorreator tem destaque devido a sua
simplicidade de construcdo, assim como facilidade de operacdo, baixa possibilidade de

contaminag¢do e consumo de energia.

3.3.1.2 Coluna de Bolhas

Os reatores coluna de bolhas sdo tanques cilindricos que possuem um distribuidor de
gas no fundo. Em sua forma, mais simples, ¢ constituido por um cilindro vertical, o gas ¢

injetado pela sua base, conforme pode ser visto na Figura 7.
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[ Saida de gas

Figura 7: Esquema de um reator coluna de bolhas.

Fonte: Adaptado de Behin (2012).

Estes reatores sdo bastantes utilizados na industria, em processos bioldgicos, quimicos
e petroquimicos (PEREIRA, 2012). Existe inimeras possibilidade de aplicacdo, devido pelas
suas diversas vantagens oferecidas, tais como: baixo custo de operacgao, pois estes biorreatores
ndo possuem partes removiveis; apresentam boa caracteristica de transferéncia de calor e de
massa; pode -se usar solidos sem que haja problemas com erosdo ou entupimento; possuem
alto tempo de residéncia, podendo ser utilizados para reagdes lentas (SHAH et al.,1982).

A principal diferenca dos reatores airlift para os coluna de bolhas ¢ que, no coluna de
bolhas ndo ha divisdo em duas zonas e, no reator airlift uma melhor homogeneidade ¢

alcangada (KOCHEM, 2010).

3.3.2 Biorreatores continuos

No biorreator continuo, a alimentacdo ¢ realizada de forma continua, assim como a
retirada do produto. As principais vantagens desse tipo de operagdo. Pode-se se destacar:
cultivo mais longo que a batelada, permite que o cultivo seja acoplado a outras operagdes,
menor necessidade de mao de obra e possibilidade de implantagdo de sistemas de controle
sofisticados (SOUZA, 2009).

Pode-se citar como exemplo de um biorreator com sistema continuo, o biorreator

continuo de tanque agitado (SECO, S.D.).

3.3.2.1 Biorreator continuo de tanque agitado

O reator continuo de tanque agitado possui um agitador, que € responsavel por
misturar os reagentes para a homogeneizacao seja atingida. Para este tipo de configuracao de
biorreator, normalmente, utiliza-se reatores em série, a fim de proporcionar altas taxas de

conversdo de reagentes em produtos. Umas das vantagens que se pode destacar ao utilizar
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esse tipo de biorreator ¢ que possivel se fazer o controle de temperatura de forma eficiente,
porém, s3o necessarios altos volumes para que se obtenha altas conversdes; menor facilidade
no emprego de controles avangados entre outros (FABREGA, 2012). A Figura 8, mostra

esquematicamente, um biorreator continuo de tanque agitado.

Uniformemente

Alimentacao ,
misturado

-
-
1%
¢

y)

S\

&

ot P,

o

Produto

Figura 8: Esquema de um reator de mistura, composto por um tanque com agitador,
ressaltando os pontos de alimentagdo e retirada dos produtos.

Fonte: Adaptado de FABREGA (2012)

3.3.3 Biorreatores semicontinuos

O sistema semicontinuo diferencia-se do descontinuo alimentado, pelo faro de se
retirar o liquido processado e se proceder o preenchimento do reator a uma vazdo muito
elevada, de forma a imaginar que o reator esteja sendo preenchido instantaneamente. A
principal desvantagem deste tipo de processo € que a chance de contaminagdo ¢ maior, uma
vez que as operacdes de retiradas sdo manuais, além disso, hd também a chance de mutacgao
dos microrganismos envolvidos no processo, isto porque o tempo de fermentagdo ¢ maior. No
entanto, tem-se como principal vantagem ¢ que ndo hd tempo morto, portanto, ndo requer

muito controle (SOUZA, 2009).

4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biotecnoldgico da Universidade Federal

de Sao Joao Del Rei.
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4.1 Microrganismo

Utilizou-se a levedura S. cerevisiae em forma de fermento biolégico seco da marca

Fleischmann®.

4.2 Condigoes de cultivo

Os cultivos foram dirigidos ao um biorreator Coluna de Bolhas com aeragdo variando
entre 2, 3 ¢ 4 vvm (volume de ar por volume de efluente por minuto) com seis horas de

duragdo. O pH utilizado foi 5 e a temperatura foi de 29 °C.

4.3 Calculo da Concentrac¢ao Celular

Com o proposito, de se determinar o célculo da concentragao celular foi necessario que
definisse a massa seca, para isso, inicialmente pesou-se o tubo falcon vazio e, em seguida,
pesou-se o mesmo contendo o pellet, apdés secagem em estufa. Feito isso, subtraiu-se os
valores, obtendo-se a variacdo da massa (Am). Entdo esse valor foi dividido pelo volume de

amostra coletado (20 mL = 0,02 L), como pode ser observado na Equag¢ao 3.1.

g m, — my Am
Cl=)= = 3.1
(L) Volume (L) 0,02 L G
Em que C ¢ a concentragdo em g/L, m, e m, sdo as massas do tubo falcon vazio e

com pellet e Am ¢ a variagdo das massas, respectivamente em g.

4.4 Determinacao da concentracio inicial de levedura

Para se determinar a melhor concentracdo inicial da levedura, a cinética de crescimento
da S. cerevisiae em biorreator Coluna de Bolhas foi realizada em duas condi¢des: a primeira

utilizando-se a concentragao inicial de 2 g/L de levedura e a segunda utilizando - se 4 g/L.

4.4.1 Preparo do meio de cultivo

Inicialmente, higienizou-se o biorreator Coluna de Bolhas com alcool 70%. Em
seguida preparou-se 4 litros de meio de cultivo para cada experimento. Posteriormente, com o
auxilio de uma proveta, adicionou-se 4 litros de agua destilada ao biorreator. Pesou-se, em
balanga analitica, os demais componentes do meio de cultivo: 5 g/L. de glicose; 2,5 g/L. de

extrato de levedura; 1 g/L de KH,PO4 e 1 g/ de (NH4),S04.
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4.4.2 Acompanhamento da Concentrac¢io Celular

Depois do preparo do meio, o0 mesmo foi colocado no biorreator. Posteriormente, no
tempo zero, retirou-se 20 mL do meio de cultivo antes de inocular o microrganismo e, mais
20 mL logo apds a inoculagdo. Isto foi feito para garantir que ndo houvesse matéria insolavel,
contaminagdo no meio de cultivo e, o mais importante para determinar a concentragdo inicial
de células. Foram realizadas essas etapas para ambos os experimentos.

Depois disso, retirou-se amostras em ambos os ensaios, de 20 mL cada, do meio de
cultivo, primeiramente, retirou-se de meia em meia hora até completar duas horas de
procedimento e, posteriormente, de hora em hora.

Em seguida os 20 mL de amostra foram centrifugadas a 5000 rpm (3854 x g) por 15
minutos em temperatura ambiente. Logo apds, separou-se o sobrenadante do pellet. O mesmo
foi levado para a estufa a 80°C overnight para a secagem e posterior pesagem € 0O
sobrenadante foi descartado, uma vez que se objetivava determinar apenas a concentragdo
final de células. Apds determinada a massa seca em balanga analitica, calculou-se a

concentragdo celular em grafico. Estas etapas foram repetidas para todos os ensaios.

4.5 Planejamento Experimental

A interferéncia da concentragdo de glicose e aeragdo no crescimento celular de S.
cerevisiae foi determinada utilizando um planejamento fatorial 2> com duplicata no ponto
central. O planejamento foi testado variando dois fatores: concentracdo de glicose (g/L) e
aeragdo (vvm) num total de 6 experimentos. Cada uma das variaveis foi analisada em dois
niveis: superior (+) e inferior (-). A Tabela 2 mostra os valores dos niveis inferior, superior e
dos pontos centrais, representados por 0, utilizados no experimento.

Tabela 2: Valores dos niveis inferior (-1), superior (+1) e ponto central (0) utilizados para a

realizacdo do planejamento experimental.

Variaveis -1 0 +1
Concentracio de glicose (g/L) 3,0 5,0 8,0
Aeracio 2,0 2,5 4,0

Fonte: Proprio autor

4.5.1 Preparo do meio de cultivo

Preparou-se 4 litros de meio de cultivo, composto por: 1 g/L de KH,PO4, 1 g/L de

(NH4),S04 e 2 g/L de levedura. Variou-se a composicao da glicose e a aeracdo utilizada no
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biorreator Coluna de Bolhas. A Tabela 3 apresenta as concentragdes utilizadas para os
respectivos ensaios.

Tabela 3: Concentragdes de glicose (g/L) e aeragdes (vvm), utilizadas para realizacdo do
planejamento experimental.

Ensaios Concentracio de Aeracio (vvm)
glicose (g/L)
1 3,0 (-) 2,0 (-)
2 8,0 (+) 2,0 (-)
3 3,0 (-) 4,0 (+)
4 8,0 (+) 4,0 (+)
5 5,0 (0) 3,0 (0)
6 5,0 (0) 3,0 (0)

Fonte: Proprio autor

4.5.2 Coleta das amostras

Ap6s o preparo do meio de cultivo, o0 mesmo foi adicionado ao biorreator Coluna de
Bolhas com aerac¢do controlada. Logo ap0s, retirou-se 20 mL de amostra antes de inocular o
microrganismo e logo ap6s a inoculagdo para verificagdo se havia sélidos e /ou contaminagao
do meio e para determinag¢do da concentracao inicial de células. Durante as duas primeiras
horas de cultivo, retiraram-se amostras a cada 30 minutos. Logo apds este periodo as demais
amostras foram retiradas a cada hora até completar as 6 horas de cultivo.

As amostras retiradas foram centrifugadas a 5000 rpm (3854 x g) por 15 minutos, o
pellet foi separado do sobrenadante e levado para secagem em estufa a 80°C overnight e,
posteriormente, as amostras foram pesadas em balanca analitica.

Entao, calculou-se a concentragao final de células e os dados obtidos foram utilizados
para o planejamento experimental.

Os experimentos foram executados de maneira aleatoria e, a andlise das condi¢des
otimas, bem como a obtengdo da superficie de resposta foi feita aplicando-se o software

Statistica 7.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Determinacio da concentracgio inicial de levedura

Com o proposito de se determinar qual a melhor concentracdo inicial de levedura, para
a realizacdo do planejamento experimental, avaliou-se a cinética de crescimento utilizando-se
duas concentragdes inicias de levedura, sdo elas: uma menor de 2g/L e outra maior 4 g/L. Os
valores da concentragdo celular para a massa seca obtidos sao representados na Tabela 4.

Ao se analisar a Tabela 4 ¢ a Figura 8 observa-se que, com o passar do tempo a
concentracdo de células no meio aumentou, conforme era esperado. Logo apds 6 horas de
cultivo, tempo previamente padronizado, o Experimento 1 apresentou maior aumento de
biomassa. Pelo fato, que no Experimento 1, obteve-se uma concentragdo celular final de 2,52

vezes maior que a concentragao inicial, € no Experimento 2 esse aumento foi de 1,39 vezes.

Tabela 4: Concentragdo de células, em g/L, para os experimentos 1 e 2, em que utilizou-se 2
g/L para o experimento 1 e 4 g/L. para o experimento 2.

Concentracio de células g/L

Cx/Cx0 Cx/Cx0
Amostra  Experimento . . .
Experimento 2 (Experimento  (Experimento 2)

1)
0 1,02 2,62 1,00 1,00
1 1,03 2,82 1,01 1,07
2 1,35 2,83 1,32 1,08
3 1,42 2,91 1,39 1,11
4 1,52 2,99 1,49 1,14
5 1,84 3,24 1,80 1,23
6 2,26 3,43 2,21 1,31
7 2,49 3.54 2,44 1,35
8 2,58 3,65 2,52 1,39

Fonte: Proprio autor

A curva do log da concentracao de células versus tempo de cultivo, obtida para as duas

condi¢des ¢ apresentada na Figura 9.
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Figura 9: Curvas do log da concentragdo celular versus tempo de cultivo, em horas, para a
cinética de crescimento da S. cerevisiae para as duas condi¢des, onde no Experimento 1
utilizou-se 2g/L de levedura e no Experimento 2, utilizou-se 4g/L.

Fonte: Proprio autor

Isto pode ser explicado pelo seguinte fato, quanto maior concentracdo de levedura,
maior € a energia de manutengdo, ou seja, o consumo de glicose para manter as células vivas
também ¢ maior, resultado em uma maior competi¢do das células pelo substrato e nutrientes
disponiveis no meio. Visto que, foi utilizada uma mesma concentragdo de glicose (5 g/ll) e a
mesma aeracao para ambos os experimentos. No Experimento 2 em que se utilizou 4 g/L de S.
cerevisiae houve uma competicdo das células pela fonte de carbono, inibindo o crescimento
da levedura presente no meio, uma vez que a disponibilidade de nutrientes para este caso foi
menor.

A levedura S.cerevisiae ¢ um microrganismo que apresenta tempo de geragao curto
(SHAFAGHAT et.al,. 2010). Devido isso, o tempo de cultivo foi escolhido e padronizado
como 6 horas pois, para a levedura seca adquirida comercialmente, a fase exponencial
encontra-se em torno de 6 a 8 horas, menor que para as leveduras na forma umida. Isto se
explica porque, nestas ultimas horas pode haver maior quantidade de contaminantes, inibindo
o crescimento celular da levedura através da competi¢do entre as células ou da inducdo de
floculacdo da levedura (CAMILE, 2010). E além disso, a levedura da marca Fleischmann ja
se encontra na fase logaritmica de crescimento, ndo exibindo assim a fase lag ou exibindo
uma fase de adaptacdo muito curta, circunstancia que pode ser vista na Figura 8. Esta
afirmacdo foi comprovada pelo fabricante do produto, que diz que o tempo minimo médio
para o inicio da a¢do, ou seja, tempo de reativacdo do microrganismo ¢ de aproximadamente

20 minutos.
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Diante dessa situagdo, a concentracdo inicial de levedura escolhida para a realizacdo

do planejamento experimental foi de 2 g/L..

5.2 Procedimento Experimental

O aumento da concentragdo celular para os 6 ensaios pode ser observado na Figura 9,
onde observa-se que a concentragdo celular aumentou com o passar do tempo e, a maior
concentragdo celular, em g/L, obtida foi para o tempo de 6 horas de cultivo. Por este motivo,
utilizou-se as concentragdes deste tempo para execug¢do do planejamento experimental no
tempo entre 4 ¢ 6 horas. Porém, nota-se que, de 5 para 6 horas o aumento da concentragio
celular foi pouco expressivo, mostrando que, provavelmente, a levedura ja estava entrando na

fase estacionaria, condi¢do causada pelo esgotamento dos nutrientes no meio de cultivo.
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Figura 10: 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.

O efeito das varidveis concentracdo de glicose e aeragdo nas varidveis resposta, foi
investigado utilizando-se um planejamento fatorial 2° com duas repeticdes no ponto central,
tendo como resultado de analise da concentragdo celular no tempo de 4 e 6 horas, pois sdo os
pontos de maior interesse conforme apresentado na Figura 10. Deste modo foi realizada a
matriz experimental utilizando os valores da concentragdo no tempo de 4 e 6 horas e a Tabela

5 apresenta estes valores.
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Observando-se as concentragdes celulares nos tempos de estudo, nota-se que a
levedura foi capaz de crescer em todas as condigdes estudadas. Conforme a concentragdo de
glicose no meio de cultivo aumenta, o crescimento celular também aumenta.

Os maiores valores de concentragdo para os dois tempos de estudo foram obtidos
quando se utilizou uma quantidade a mais de glicose € uma maior aeracdo, como observado
nos ensaios 2 e 4. Ja as menores concentracdes foram obtidas quando se utilizou uma menor

concentracao € uma menor aeracgao.

Tabela S: Matriz experimental para os niveis codificados das varidveis independentes "
concentracgdo de glicose" e "aeracao" e valores da concentragao (g/L) no tempo de 4 e 6 horas
de cultivo de S. cerevisiae em biorreator Coluna de Bolhas para cada ensaio.

Concentracao celular Concentracio celular

Ensaio  Glicose Aeracio
(g/L) no tempo de 4h  (g/L) no tempo de 6h

1 - - 1,84 2,59
2 + - 3,24 3,65
3 - + 2,44 2,71
4 + + 2,80 3,98
5 0 0 2,40 3,06
6 0 0 3,27 3,10

Fonte: Proprio autor

O efeito das varidveis independentes e de suas interagdes nas variaveis resposta foi
analisado utilizando-se o software Statistica 7.0 e os resultados obtidos podem ser observados
na Tabela 6, que apresenta os efeitos, a estimativa do erro-padrdo, os valores de p e o teste t-

Student para o tempo de 4 horas.

Tabela 6: Estimativa dos efeitos, valores de t e p e erros-padrao.

Variaveis Efeitos Erro-Padrao t-Valores P
Média 2,665 0,1968 13,5360 0,0054
Glicose 0,880 0,4822 1,8247 0,2095

Aeracio 0,080 0,4822 0,1658 0,8835

Glicose e Aeracao -0,520 0,4822 -1,0782 0,3936

Fonte: Proprio autor

Pela analise da Tabela 6, nota-se que apenas a média foi estatisticamente significativa,

pois apresentou um valor de p < 0,05. A concentragdo de glicose e a aeracdo ndo possuiu
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significancia estatistica, pois ambos apresentaram um valor de p > 0,05 (95% lim confianga),
o0 mesmo foi observado para a interagdo entre as varidveis concentragdo de glicose e aeragdo,
onde se obteve-se um valor de p = 0,3936. Esta situagdo pode ser ainda observada pela analise

do grafico de Pareto, representado na Figura 11.

(1)Glicose 1,8624741

1by2 |

(2)Aeracéo ,1658855

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11: Grafico de Pareto, obtido através do software Statistica 7.0, para as concentragao
de glicose e aeracao ¢ a interagdo entre elas.

A validade dos resultados foi comprovada realizando-se a andlise de variancia
(ANOVA), apresentada na Tabela 7, obtendo-se um coeficiente de correlagao (R?) de
0,69324, o que indica que o modelo possui 69,324 % de variabilidade nos dados. Foi
realizado a comparacao entre 0 Fajculado © O Frabelado para verfiicar a confiabilidade dos dados.
A significancia dos resultados obtidos também foi confirmada pelo valor do teste F caicutados
que foi de 11,3 € 0 F tapetado (F(1:4:0,5= 7,71. Deste modo, observa-se que 0 F caiculado > F Tabelados

apresentando um valor satisfatorio garantindo a confiabilidade dos resultados.

Tabela 7: Andlise de variancia (ANOVA) para o crescimento celular de S. cerevisiae no
tempo de 4 horas de cultivo.

Soma Graus de Soma
Variaveis F P
Quadratica Liberdade Média
Glicose 0,7744 1 0,7744 3,3296  0,2095
Aeracao 0,0064 1 0,0064 0,0275 0,8835

Glicose e Aeracio 0,2704 1 0,2704 1,1626 0,3936




Erro

Total

0,4651 2
1,5163 5

0,2325

Fonte: Proprio autor

O grafico de contorno e o diagrama dos valores preditos sdo apresentados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12: Grafico de contorno aeragdo (vvm) versus concentracao de glicose (g/L)
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Figura 13: Diagrama dos valores preditos.

Observa-se pela Figura 12 que os maiores valores de concentracdo celular,

considerando um tempo de 4 h de cultivo, foram obtidos quando se utilizou maiores valores
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de concentragdo de glicose. Entretanto, a variavel aeragdo, esta mostrou que independente dos
valores utilizados nos experimentos ndo apresentou significincia na varidvel resposta
concentragdo celular. J4 em relagdo a Figura 13, como discutido anteriormente, o valor de R’
neste caso foi baixo (aproximadamente 0,70) e os valores observados versus os preditos se
distanciaram da curva padrdo quando se busca a melhor correlagdo linear.

Utilizando-se o mesmo raciocinio para o ponto de 6 horas, os mesmos calculos foram
realizados. Na Tabela 8 apresenta os efeitos, a estimativa do erro- padrdo, os valores de p € o
teste t-Student para o tempo de 6 horas de cultivo.

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

Variaveis Efeitos Erro-Padrao t-Valores P
Média 3,181 0,0514 61,7980 0,0002
Glicose 1,165 0,1261 9,2378 0,0115
Aeracio 0,225 0,1261 1,7841 0,2163
Glicose e Aeracio 0,105 0,1261 0,8326 0,4926

Fonte: Proprio autor

Ao analisar a Tabela 8, nota-se que a meédia e concentracdo de glicose foi
estatisticamente significativa, pois apresentou um valor de p < 0,05. A aeragdo nao possuiu
significancia estatistica, uma vez que seu valor de p obtido foi de 0,2163 (p > 0,05), sendo o
mesmo observado para a interacdo entre as varidveis concentracdo de glicose e aeracao, onde
obteve-se um valor de p igual a 0,4929. Observa-se também que os efeitos das varidveis de
estudo foram positivos, ou seja, isso significa que pelos dados obtidos estes indicam que
maiores valores de glicose se obtém maiores valores de concentragdo celular, cujo este o
objetivo de estudo.

Essa avaliagdo pode ser observada também pela andlise do grafico de Pareto, como

mostra a Figura 14.
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Figura 14: Grafico de Pareto, obtido através do software Statistica 7.0, para as concentracao
de glicose e aeracdo e a interagdo entre elas.

Conforme a concentragdo de glicose no meio de cultivo aumenta, o crescimento
celular também aumenta, resultado este que estd de acordo com os resultados obtidos por
Wang, Cooney ¢ Wanh (1979), que estudaram o crescimento da levedura comercial S.
cerevisiae. Este aumento celular quando se tem uma maior concentragdo de glicose no meio
se da pois a glicose ¢ a principal fonte de carbono para o microrganismo. O carbono, por sua
vez, € o constituinte do esqueleto molecular de inimeros compostos organicos, como
proteinas, lipideos e carboidratos, moléculas essenciais para o desenvolvimento celular.

No que diz respeito ao resultados para a aeracdo (vvm), obteve-se que essa varidvel
ndo possui significancia estatistica para o processo. Ou seja, o fato de se trabalhar com uma
maior ou uma menor aera¢ao nao afeta diretamente o crescimento da levedura.

Este fato pode ser comprovado observando a Tabela 5 em ambos os pontos, o ensaio 3
, utilizou-se uma aeracdo de 4 (vvm), obteve-se uma concentra¢do celular de 2,44 g/L no
ponto de 4 horas e 2,71g/L no ponto de 6 horas. Ja no ensaio 2 que utilizou-se uma maior
concentragdo de glicose, obteve-se uma concentracgao celular de 3,24 g/L no ponto de 4 horas
e 3,65 g/L no ponto de 6 horas. Isto quer dizer que para os experimentos utilizando uma maior
concentracdo de glicose obteve-se um aumento da concentracdo celular de aproximadamente
1,3 vezes. O que mostra que utilizar altas ou baixas aeragdes praticamente ndo influenciou no
crescimento da levedura S. cerevisiae.

Para comprovar a validade dos resultados foi realizada a analise de variancia

(ANOVA) como foi feita para o ponto de 4 horas. Na Tabela 9 a seguir, obteve-se o
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coeficiente de correlagdo (R?) de 0,97807, indicando que o modelo possui aproximadamente
98% de variabilidade nos dados. Devido esse valor de R” pode-se dizer que o modelo

matematico € confidvel, pois estd mais proximo de 1.

Tabela 9: Andlise de variancia (ANOVA) para o crescimento celular de S. cerevisiae no
ponto de 6 horas de cultivo.

Soma Graus de Soma
Variaveis F P
Quadratica Liberdade Mdédia
Glicose 1,3572 1 1,3572 85,3377 0,0115
Aeracio 0,0506 1 0,0506 3,1831 0,2163
Glicose e Aeracio 0,0110 1 0,0110 0,69321 0,4926
Erro 0,0318 2 0,0159
Total 1,4506 5

Foi realizado a comparacao entre 0 Feaiculado € O Frabelado para verfiicar a confiabilidade
dos dados. A significancia dos resultados obtidos também foi confirmada pelo valor do teste F
Calculado, qu€ fo1 de 66,11 € 0 F Tabelado (F(1:4:0,5= 9,35. Deste modo, observa-se que o F caiculado >
F Tabelado, apresentando um valor de 7 vezes maior garantindo assim a confiabilidade dos
resultados.

O grafico de contorno ¢ apresentado na Figura 15. Pela analise, nota-se que uma maior
concentragdo celular ¢ obtida quando se trabalha com maiores concentragdes de glicose e de

aeracao.
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Figura 15: Grafico de contorno aeragdo(vvm) versus concentracao de glicose (g/L) num
tempo de cultivo de 6 horas.

Analisando a Figura 15, observa-se que neste caso os maiores valores de concentracao
celular, considerando um tempo de 6 h de cultivo, foram obtidos quando se utilizou maiores
valores de concentragdo de glicose e aeragdo. Deste modo, poderia sugerir que as melhores
condi¢des de cultivo seriam com concentracdo de glicose maior que 8 g/L e a aeracdo de 4
vvm. Para comprovar estes resultados, sugere-se realizar experimentos através de um novo
planejamento experimental com valores maiores de glicose e variar uma outra varidvel,
temperatura ou volume inicial de inéculo por exemplo deste cultivo, e comparar os resultados

com o deste trabalho.

6 CONCLUSAO

Neste estudo, objetivou-se avaliar a influéncia das variaveis concentragdo de glicose e
aeragdo no crescimento celular de S.cerecisiae. Sabe-se que, além destas variaveis, fatores
como pH e temperatura também influenciam no processo, o que pode ser temas de trabalhos
futuros. Nesse caso, tais fatores foram fixados em: pH 5 e temperatura em torno de 29%, de
acordo com os dados encontrados na literatura.

Como resultados, no ponto de 4 horas de cultivo as variaveis concentragdo de glicose e

aeragdo ndo apresentou significancia estatistica na varidvel resposta concentracao celular. Ja
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no ponto de 6 horas de cultivo, a varidvel concentrag¢do de glicose apresentou significancia. A
variavel aeragcdo ndo possuiu significincia em ambos 0s processos, observando-se que pode-
se trabalhar tanto com aeragdo maior quanto menor.

A validade dos resultados para os pontos de 4 e 6 horas de cultivo foi comprovado
através da analise de varidncia e do coeficiente de correlagdo, indicando que o melhor
resultado para o crescimento celular da levedura S.cerevisiae, foi o tempo de 6 horas de
cultivo, pois obteve-se um R’ igual a 0,97807 e um valor de F caicutado de 66.11, 7 vezes maior
que o valor de F tapeiado- Enquanto que no ponto de 4 horas o valor de F caiculado fo1 de 1.5 vezes

maior que o valor de F ipelado.
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